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I . I n t r o d u c t i o n
T h r e e u n r e l a t e d s c i e n t i f i c d e v e l o pm e n t s h a v e o c c u r r e d in t h e p a s t t w e n t y - f i v e
y e a r s t h a t p r o m p t t h e t y p e o f e x p e r im e n t a l w o r k d e s c r ib e d i n t hi s t e c hn i c a l r e p o r t .
T h e a d v a n c e m e n t o f t h e f i e l d o f I m m u n o l o g y h a s p r o v i d e d t h e k n o w l e d g e t h a t
im m u n o c h e m i c a l s a r e p r o d u c e d b y t h e w hi t e b l o o d c e l l s i n r e s p o n s e t o imm u n e
s t im u l a t i o n . T h e s e c h e m i c a l s , c o l le c t i v e l y k n o w n a s c y t o k i n e s , a r e l ik e n e d t o h o r m o n e s
i n b o t h t h e i r r e c e p t o r s t r u c t u r e a n d fo n c t i o n i n g , a n d t he ir a b i l i t y t o p r o du c e r e a c t i o n s f a r
fr o m t he i r s i t e o f p r o d u c t i o n in t h e b o d y . We l l o v e r o n e hu n d r e d d i f f e r e n t c y t o k in e s h a v e
be e n d i s c o v e r e d a n d th e m a j o r it y o f t h e m r e m a in p o o r l y u n d e r s t o o d .
T h e c y t o k i n e i n o u r st u d y , I n t e r l e u k i n - 2 , i s k n o w n t o c a u s e a c t i v a t i o n a n d
p r o li f e r a t i o n o f w h i t e b l o o d c e l l s ( s p e c i f i c a l l y , T - c e l l s ) , i n r e s p o n s e t o a n im m u n e a s s a u lt .
I t ha s a l s o b e e n d i s c o v e r e d t o h a v e s o me a n t i - c a n c e r e f f e c t s . I t s ' m e c h a n i s m o f o p e r a t i o n
a n d i n t e r n a l m e t h o d o f c e l l u l a r s ig n a l i n g t o t h e n u c l e u s i s n o t u n d e r s t o o d a t a l l . I t i s
k n o w n t o h a v e a c e l l s u r f a c e r e c e p t o r t h a t i s e x p r e s s e d a t t h e t im e o f a n t i g e n r e c o g n i t i o n
a n d it is s u sp e c t e d t ha t t hi s r e c e p t o r c o m p l e x m a y b e i n t e r n a l i z e d a n d a c t i v a t e a
p h o sp h o r y l at i o n p a th w a y . T h e s e s p e c u l a t i o n s s t i l l r e q u ir e m o r e r e s e a r c h .
Wh e n a dm i n i s t e r e d in c h e m o t h e r a p y t r i a l s , I n t e r le u k i n - 2 i s k n o w n t o c a u s e
e x t r e m e f a t i g u e a n d w e a k n e s s . I t h a s a l s o be e n f o u n d i n a bn o r m a l a m o i m t s i n v a r i o u s
c h r o n i c i l ln e s s s t a t e s . T h e c o n d i t i o n o f f a t i g u e i s a l s o c o m m o n in d i s o r d e r s i n v o l v i n g
m i t o c h o n dr i a l d y s fu n c t i o n . T h e s it e o f m it o c ho n d r i a l A T P (a d e n o s in e t r i p h o s p h a t e )
p r o d u c t i o n i s c r i t i c a l t o n o r m a l fu n c t i o n i n g i n l i v i n g o r g a n i s m s . T h e l i s t o f m it o c ho n d r i a l
d e fe c t s im p l i c a t e d i n v a r io u s i l l n e s s e s h a s g r o w n t o o v e r o n e h u n dr e d s i n c e t h e f ir s t
f i n d in g o f
" L u f l " d i s e a s e i n t h e 19 6 0 ' s . W h i l e t h e m e c h a n i s m o f m it o c ho n d r i a l fi m c t i o n
i s n o w fe ir l y w e l l u n d e r s t o o d , t h e r e h a s b e e n l i t t l e r e s e a r c h d o n e o n t h e e f f e c t s o f
c y t o k i n e s o n m i t o c h o n d r i a l fi m c t i o n . N o r m a l fi m c t io n m g m i t o c h o n d r i a a r e a b l e t o
g e n e r a t e A T P , o u r e n e r g y c u r r e n c y , b y m a i n t a i n i n g a t y p e o f e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t
t h at i n t u r n p r o v i d e s t h e e n e r g y t o c r e a t e A T P fr o m A D P (a d e n o s i n e d ip h o sp h a t e ) . T hi s
gr a d i e n t i s k n o w n a s t h e p r o t o n - m o t i v e f o r c e a n d i s dr i v e n p r im a r i l y b y t h e m e m br a n e
p o t e n t i a l . I t c a n b e d is r u p t e d b y v a r i o u s k n o w n c h e m i c a l s , s u c h a s d i n i t r o p h e n o l , c y a n i d e
o r e v e n r o t e n o n e
,
a fi s h p o i s o n . A p p l i c a t i o n o f t h e s e i n h i b it o r s u l t im a t e l y r e s u l t s in c e l l
d e a t h s i n c e t h e c e l l h a s n o A T P w i th w h i c h t o c o n t i n u e it s m a i n t e n a n c e o f l i f e .
A d v a n c e s i n t he fi e l d o f m i c r o s c o p y h a v e p r o v i d e d t h e a b i l i t y t o v ie w l i v i n g c e l l s
a n d m o r e s p e c i fi c a l l y , t h e ir m i t o c h o n dr i a . F l u o r e s c e n t d y e s h a v e be e n m a n u f a c t u r e d
w h i c h w i l l a c c u m u l a t e i n t h e m i t o c h o n d r i a l a r e a s c r e a t e d b y t h e ir e l e c t r o c h e m i c a l
g r a d i e n t . T h e s e fl u o r e s c e n t a r e a s c a n b e im a g e d w it h a c o n f o c a l m i c r o s c o p e , w h i c h ha s
t h e a b i l it y t o v i e w a c r o s s - s e c t i o n o f a l i v in g c e l l a n d s t o r e t hi s im a g e in c o m p u t e r f o r m a t .
C o m p u t e r p r o g r a m s e x i s t w h i c h c a n c a l c u l a t e t h e i n t e n s it y o f fl u o r e s c e n c e a n d d e t e r m i n e
m e m b r a n e p o t e n t i a l s a n d p e r c e n t o f t h e a r e a o f t h e c e l l t h a t is c o n s i d e r e d t o b e a t
c y t o p l a sm i c o r m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l .
B y br i n g i n g t h e s e t h r e e s c i e n t ifi c a r e a s t o ge t h e r , o n e s h o u l d b e a b l e t o d e t e c t a n d
q u a n t if y a n y c h a n g e t o t h e m i t o c h o n d r ia l m e mb r a n e p o t e n t i a l o f a c e l l a s a r e s u l t o f
e x p o s u r e t o I n t e r l e u k in - 2 .
I I . St a t e m e n t o f O b j e c t i v e s
T h e p r im ar y o bj e c t i v e o f t h i s r e s e a r c h e f f o r t w a s t o d e t e r m i n e w ^h e t h e r t h e r e w a s
a n y c h a n g e in m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l w h e n l i v in g h u m a n fi b r o b l a s t s w e r e
e x p o s e d t o I n t e r l e u k i n - 2 . I f a c h a n g e w a s d e t e c t e d , a n e s t im a t e o f t h e a m o u n t o f c h a n g e
w a s t o b e c a lc u l a t e d . T h e s p e c i fi c o bj e c t i v e s r e q u ir e d t o a c c o m pUs h t h e s e g o a ls a r e a s
f o l l o w s :
• V e r i fy t h a t t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p y p r o c e s s c a n d e t e c t c h a n g e s i n m e mb r a n e
p o t e n t i a l a n d th a t t hi s c h a n g e c a n be q u a n t i fi e d .
•
•
D e t e r m in e t h e a v e r a g e m it o c h o n dr i a l m e m br a n e p o t e n t i a l a n d p e r c e n t a r e a s f o r
u n t r e a t e d hu m a n fi b r o b l a s t s .
A d d I n t e r le u k in - 2 in v a r y in g c o n c e n t r a t io n s t o u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s a n d m e a s xi r e
c h a n g e a s a fu n c t i o n o f c o n c e n t r a t i o n a n d t i m e .
D e t e r m i n e i f t h e a d d it i o n o f b o t h I n t e r le u k in - 2 a n d a kn o w n m i t o c h o n d r i a l
i n h ib i t o r c a u s e a n e f f e c t d i f f e r e n t fr o m a d d it io n o f t h e in h i b it o r a l o n e .
I f I n t e r l e u k i n - 2 c a u s e s a c h a n g e i n p o t e n t i a l , a t t e m p t t o q u a n t i fy t h e d e gr e e o f
c h a n g e .
C r e a t e m e t h o d s o f a n a l y z in g th e da t a a c q u i r e d fr o m t h e s e o bj e c t i v e s t h a t w i l l
o v e r c o m e s o m e o f t he l im it a t i o n s o f c o n f o c a l m i c r o s c o p y . T h i s w i l l be d o n e t o
e n s u r e t h a t t h e fi n a l o u t c o m e i s ba s e d o n t h e a d d it i o n o f t h e t e s t c h e m i c a l a n d n o t
c o n f o u n d i n g f a c t o r s .
I I I . L i t e r a t u r e R e v i e w
A . M i t o c h o n d r i a
A . I . O v e r v i e w
M o s t o f t he e n e r g y r e q u i r e m e n t s o f Uv i n g o r g a n i s m s a r e p r o v i d e d t hr o u g h t h e
p r o d u c t i o n o f A T P . I n e u k a r y o t i c o r g a n i s m s , A T P p r o d u c t i o n o c c u r s i n c e l l u l a r
o r g a n e l l e s k n o w n a s m it o c h o n d r i a , w h i c h r e s i d e i n t h e c y t o p l a s m i c ar e a s o f c e l l s .
Sim i l a r e n e r g y p r o du c i n g m e c h a n i s m s o c c u r in p r o k a r y o t i c o r g a n i sm s , h o w e v e r , t h e y
o c c u r in t h e c y t o p l a sm i t s e l f , r a t h e r t h a n i n s p e c ia l i z e d m it o c ho n d r i a l o r g a n e l l e s .
T h e b r e a k d o w n o f c a r bo h y dr a t e s , p r o t e i n s a n d fe t s t h r o u g h v a r io u s b i o c h e m i c a l
p a th w a y s , u lt im a t e l y r e s u l t s i n m o l e c u l e s o f a c e t y l C o e n z y m e A , w h i c h e n t e r a p a th w a y
k n o w n a s t h e " K r e b s C y c l e
"
. T h i s c y c l e i s n a m e d f o r it s d i s c o v e r e r , S ir H a n s R r e b s , an d
i s a l s o k n o w n a s t he c it r i c a c i d c y c l e o r t h e t r i c a r bo x y l i c a c i d c y c l e . D u r in g K r e b s
'
s t u d i e s i n t h e 19 3 0 ' s a n d 194 0 ' s
,
h e p o s t u l a t e d t h a t w h a t h e c a l l e d th e c i t r i c a c i d c y c l e
w a s t h e m a i n p a t h w a y f o r o x id a t io n o f c a r b o h y d r a t e in mu s c l e (K r e b s a n d J o h n s o n ,
19 3 7 ) . H e w a s u n c e r t a in fo r m a n y y e a r s w h e t h e r c i t r a t e o r s o m e o t h e r t r ic a r b o x y l i c a c i d
s u c h a s i s o c it r a t e w a s t h e f i r s t p r o d u c t f o r m e d b y r e a c t i o n o f p y r u v a t e a n d o x a l o a c e t a t e ,
t hu s t h e m u l t i p l e n a m i n g o f t h e c y c l e . S in c e t h e s e e a r l y d i s c o v e r i e s , t h e K r e b s C y c l e h a s
b e e n f o u n d t o o c c u r in v ir t u a l l y a l l t i s s u e s o f a e r o bi c a n i m a l s , p l a n t s a n d m i c r o o r g an i sm s .
T h e p r o du c t s o f t h e K r e b s C y c l e i n c l u d e e l e c t r o n s , w h i c h e n t e r a t r a n s p o r t s y s t e m
i n t h e m it o c h o n dr i a o f c e l l s . T h i s t r a n s po r t s y s t e m , w h i c h c o n s i s t s o f a s e r i e s o f e n z y m e
c o m p l e x e s , p a s s e s t h e e l e c t r o n s a l o n g t o t h e u h im a t e a c c e p t o r , O 2 , c r e a t i n g H 2O i n th e
p r o c e s s . S e e F i g u r e 3 - 1 f o r a n o v e r v i e w o f t h e A T P p r o d u c t i o n p r o c e s s .
E n e r g y i s r e l e a s e d a s t h e s e e l e c t r o n s a r e t r a n s p o r t e d , a n d it i s t hi s e n e r g y w h i c h i s
u s e d t o dr i v e p r o t o n s (H
*
i o n s ) o f t he m i t o c h o n dr i a l m a t r i x i n t o t h e in t e r m e m br a n e sp a c e .
T h i s c r e a t e s a n e n e r g y gr a d i e n t a c r o s s t h e in n e r m e m b r a n e a n d t h e r e t u r n o f pr o t o n s i s
u s e d t o d r i v e t h e s y n t h e s i s o f A T P . T h is c o u p l e d c h e m i o sm o t i c h y p o t h e s i s w a s f i r s t
p o s t u l a t e d b y P e t e r M i t c h e l l in t h e 19 6 0
'
s (M i t c he l l , 1 9 6 1) .
F i g u r e 3 - 1 . A T P P r o d u c t io n
S t a g e I - F u e l B r e a kd o w n ( C y t o s o l )
PO LY SA C C H A R ID E S
S ta g e I I - K r e b s Cy c l e
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& O x id a t i v e P h o s p h o r y l a t io n
P R O T E IN S
A M IN O A C ID SFA T T Y A C ID S
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a - K e t o g l u t a r a t e
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I n t h e 18 0 0
'
s , m it o c h o n d r i a w e r e f i r s t n o t e d a n d d e s c r i b e d a s t i n y r o d s a n d
g r a n u l e s w i t h in t h e c y t o p l a s m o f c e l l s , s e e e . g . , A v e r s , 1 9 8 6 . T h e s e f i r s t a t t e m p t s t o
v i s u a l i z e m i t o c h o n dr i a w e r e a c c o m p l i s h e d t h r o u g h s im p l e m i c r o s c o p y a n d s t a i n i n g
m e t h o d s . T h e a d v e n t o f m o d e m m i c r o s c o p i c m e t h o d s : f l u o r e s c e n c e , p h a s e - c o n t r a s t ,
e l e c t r o n a n d c o n f o c a l m i c r o s c o p y , ha s a l l o w e d m o d e m r e s e a r c h e r s t o v i s u a l iz e m o r e
c o m p l e t e l y t h e c o mp l e x i t y o f m it o c h o n d r i a l s t m c t u r e .
E le c t r o n m i c r o g r a p h s o f m i t o c h o n d r i a s h o w m i t o c ho n d r i a a s s p h e r o i d , o v o i d o r
e l o n g a t e d t u b u la r s t m c t u r e s e n c a s e d b y t w o s e p a r a t e m e m b r a n e s . T h e o u t e r m e mb r a n e
o f t h e m i t o c h o n d r ia i s r e l a t i v e l y s m o o t h , h o w e v e r t h e i n n e r m e mb r a n e h a s m a n y
i n f o l d in g s i n t o t h e c y t o s o l i c ar e a o f t h e m it o c h o n dr i a (Se e F i g u r e 3 - 2 ) . T he s e in f o l d in g s ,
c a ll e d c r i s t a e
, p r o v i d e a n e n o r m o u s i n c r e a s e i n s u r f a c e a r e a a n d w i t h t h e r e sp ir a t o r y
e n z y m e s f o r A T P p r o d u c t i o n r e s i d i n g o n t h e s e in n e r f o l d i n g s , t h e e f f i c i e n c y o f t h e
m i t o c h o n dr i a i s g r e a t l y e n h a n c e d . L e h n i n g e r h a s c a l c u l a t e d t h a t t h e s u r f a c e a r e a o f t h e
m it o c h o n d r i a l c r i s t a e i n r a t l i v e r c e l l s i s t e n t im e s gr e a t e r t ha n t h e s t or f a c e a r e a o f t he ir
p la s m a m e mb r a n e (L e h n i n g e r , 19 7 2 ) . T h e c r i s t a e s h a p e a n d n u m b e r a r e k n o w n t o d i f f e r ,
d e p e n d i n g o n t h e c e l l t y p e . T y p i c a l l y , h e a r t m u s c l e c e l l s , w i t h h i g h r e s p ir a t i o n r a t e s ,
c o n t a i n m i t o c h o n d r i a w i t h d e n s e l y p a c k e d c r i s t a e . L i v e r c e l l s w i t h r e s p ir a t i o n r a t e s
l o w e r t ha n h e a r t m u s c l e h a v e c r i s t a e t h a t a r e f e w e r i n n u m b e r a n d m o r e w i d e l y s p a c e d
(M a t h e w s a n d v a n H o l d e , 19 9 0 ) . In g e n e r a l , c r i s t a e a r e m o r e p r o m in e n t i n m e t a b o l i c a l l y
a c t i v e c e l l s t ha n i n q u i e s c e n t c e l l s (B u r n s a n d C a v e , 19 9 6 ) .
T h e o u t e r a n d i n n e r m e mb r a n e s o f m it o c h o n d r i a e n c l o s e a n a r e a r e f e r r e d t o a s t h e
i n t e r m e m br a n e s p a c e , w h i l e t h e in n e r m e m b r a n e p r o v i d e s t h e d i s t i n c t bo u n d a r y o f t h e
in n e r a r e a , w h i c h i s c a l l e d t h e m a t r i x . T h e m a t r i x i s a c o n c e n t r a t e d s o l u t i o n o f p r o t e i n s
a n d l o w m o l e c u l a r w e i g h t c o m p o u n d s . W h i l e m a n y m o l e c u l e s c a n e n t e r t h e o u t e r
m e m b r a n e
,
i n c lu d in g p r o t e i n s a n d m o l e c u l e s u p t o t h e s i z e o f s im p l e s u g a r s , t h e i n n e r
m e m b r a n e i s hi g h l y im p e r m e a b l e , a n d l im i t s t h e t y p e a n d s i z e o f m o l e c u l e s t h a t m a y
e n t e r t h e m a t r i x (B u m s a n d C a v e , 19 9 6 ) . T h i s i n t e r m e m b r a n e s p a c e i s b a r e l y v i s ib l e b y
e le c t r o n m i c r o s c o py b u t w he n t h e in n e r m e m br a n e s hr i n k s a n d b e c o m e s s e p a r a t e d fr o m
t h e o u t e r m e mb r a n e
,
t h e t w o m e m br a n e s r e m a in a t t a c h e d b y
"
c o n t a c t p o in t s
"
, w h e r e a
z o n e o f h i g h e l e c t r o n d e n s i t y e x i s t s (H a c k e n br o c k , 19 6 8) .
W h i l e t h e m i t o c h o n d r ia l s i z e a n d s h a p e h a s l o n g b e e n a s s u m e d t o b e s im i l a r t o a
r o d - s h a p e d b a c t e r i u m w i t h a d ia m e t e r o f 0 . 5 t o 1 ja M , m o r e r e c e n t w o r k i n d i c a t e s t h a t t h e
m i t o c h o n d r i a l o r g a n e l l e s m a y o c c u r a s l o n g s n a k e l i k e o r fi l a m e n t o u s s t r u c t u r e s . I n
a d d i t i o n
,
t h e y a r e n o t o n l y mo b i l e b u t a r e c o n s t a n t l y c h a n g i n g s ha p e (A l be r t s e t a l . ,
19 9 4 ) . I n im a g e s p r o v i d e d b y c o n f o c a l m i c r o s c o p y , m i t o c h o n dr i a a p p e a r w i t h l o n g
r i b b o n l ik e f e a t u r e s a s w e l l a s s h o r t an d s t u bb y r o d sh a p e s (Se e F i g u r e 3 - 3 ) .
A . 3 . F u n c t i o n
A s s t a t e d i n S e c t i o n A . 1
,
t h e o v e r v i e w , t h e e n e r g y r e qu i r e m e n t s f o r U f e a r e
l a r g e l y m e t t h r o u g h A T P p r o d u c t i o n i n t h e m i t o c h o n d r i a . T h e w o r k o f K e n n e d y a n d
L e h n i n ge r , i n t h e l a t e 19 4 0
'
s
, d e m o n s t r a t e d t h e a b i l i t y o f i s o l a t e d m i t o c h o n d r ia t o
s y n t h e s i z e A T P fr o m A D P a n d P , i n v i t r o , b u t o n l y i f a n o x i d i z a b l e s u b st r a t e w a s a l s o
p r e s e n t (M a t h e w s a n d v a n H o l d e , 19 9 0 ) . I n g e n e r a l , w h e n A T P p r o d u c t i o n i s im p a i r e d
o r r e s t r i c t e d t h e a c t i v i t y o f t he c e l l a n d t h e o r g a n i s m i s r e du c e d (L e h n i n g e r e t a l . , 19 9 3 ) .
T h i s r e d u c t i o n i s c l e a r l y e v i de n t in kn o w n m i t o c h o n d r i a l g e n e t ic d i s o r d e r s , w h e r e t h e
d e f e c t c a n b e li f e t h r e a t e n i n g . Su c c e s s f u l A T P p r o d u c t i o n d e p e n d s o n t h e t r a n s f e r o f t h e
e le c t r o n s g e n e r a t e d i n t h e K r e b s (T C A ) c y c l e t o t h e e l e c t r o n t r a n sp o r t c h a in i n t h e
m it o c h o n d r i a a s o u t l i n e d i n F i g u r e 3 - 1 .
I n o n e r e v o l u t io n o f t h e K r e b s (T CA ) C y c l e , f o u r p a i r s o f h y dr o g e n a t o m s a r e
r e m o v e d fr o m in t e r m e d i a t e s i n t he c y c l e ; t hr e e p a i r s a r e a c c e p t e d b y N A D
"^
, a n d o n e p a i r
b y F A D . T w o r e v o l u t i o n s o f t h e c y c l e a r e r e q u i r e d t o p r o c e s s tw o a c e t a t e s fr o m o n e
m o l e c u l e o f g l u c o s e , s o a t o t a l o f s ix N A D H a n d tw o FA D H 2 a r e p r o d u c e d fr o m o n e
m o l e c u l e o f g l u c o s e . I n a d d i t i o n t o t h e s e , f o u r N A D H a n d t w o A T P w e r e p r o du c e d in
t h e fi r s t s t e p o f fu e l b r e a k d o w n , p r i o r t o t h e K r e b s C y c l e . T h e fi n a l t o t a l s f o r o n e
c o m p l e t e o x i d a t i o n o f o n e m o l e c u l e o f g l u c o s e (v i a g l y c o ly s i s , t h e T C A C y c l e a n d t h e
e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a in ) t o C O 2 a n d w a t e r y i e l d e it h e r 3 8 o r 3 6 m o l e c u l e s o f A T P
(L y m a n , 19 9 4 ) .
# F ig u r e 3 - 2 M i t o c h o n d r i o n f r o m P a n c r e a t i c C e l l
l l n s t r a t i n g M a j o r I n t r a m i t o c h o n d r i a l C o m p a r t m e n t s
F r o m : M a t h e w s & v a n H o l d e , 19 9 0
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L i g h t M i c r o g r a p h S h o w i n g M i t o c h o n d r i a i n a L i v i n g C e l l i n C u l t u r e
St a i n e d w i t h R h o d a m i n e 12 3 F r o m : A l b e r t s e t a l . , 1 9 9 4
T h i rt y - t w o o f t h e 3 6 (o r 3 4 o f t h e 3 8 ) o f t h o s e A T P m o l e c u l e s a r e p r o d u c e d b y o x i d a t i v e
p h o s p h o r y l a t io n (e l e c t r o n t r a n sp o rt ) a n d t h e r e m a i n in g o c c u r t h r o u gh g l y c o l y s i s (L y m a n ,
19 94 ) . N A D H ge n e r a t e d b y g l y c o l y s i s i n t h e c y t o s o l a l s o p a s s e s e l e c t r o n s t o t h e
r e s p ir a t o r y c ha i n , bu t s i n c e N A D H c a n n o t p a s s a c r o s s t h e m i t o c ho n d r i a l in n e r m e m b r a n e ,
t h i s e l e c t r o n p a s s a g e i s a c c o m p l i s h e d b y b i o c h e m i c a l
"
s h u t t l e
"
s y s t e m s .
M a n y o f t h e f e a t u r e s o f t h e e l e c t r o n t r a n s p o rt c h a in ha v e b e e n e l u c i d a t e d a n d
d e t a i l s c a n b e f o u n d i n a n y t y p i c a l B i o c h e m i s t r y t e x t . I n s u m m a r y , t h e t r a n s p o rt c h a m
r e s i d e s i n t h e m it o c ho n d r i o n a n d c o n t a i n s m a n y d i f fe r e n t c o m p l e x e s , i n c l u d i n g p r o t e i n s
t h a t a c t a s e n z y m e s i n e l e c t r o n t r a n s f e r a n d a l s o s p e c i a l i z e d p r o t e in s c a l l e d c y t o c h r o m e s .
C y t o c h r o m e s a r e e l e c t r o n t r a n s f e r r i n g p r o t e i n s c o n t a i n i n g a h e m e p r o s t h e t i c g r o u p .
W h i l e t h e r e a r e m o r e t h a n 15 d i f fe r e n t e le c t r o n c a r r i e r s i n t h e c h a i n , t h e m a n y p r o t e in s
a r e g r o u p e d i n t o f o u r l a r ge c o m p l e x e s , t hr e e o f w h i c h a r e c a p a b l e o f m o v i n g e l e c t r o n s a s
w e l l a s p u m p i n g p r o t o n s . E a c h c o m p l e x h a s a g r e a t e r a fi n i t y fo r e l e c t r o n s t ha n t h e
c o n p l e x p r e c e d in g i t , a n d th e y ar e p a s s e d s e q u e n t i a l l y u n t i l t h e y ar e fi n a l l y t r a n s f e r r e d t o
o x y g e n , w h i c h h a s t h e gr e a t e s t a f fi n it y o f a l l f o r e l e c t r o n s . T h i s f a v o r a b l e e n e r g e t ic fl o w
o f e l e c t r o n s a l s o fe c i l i t a t e s t h e p u m p in g o f p r o t o n s (H
^
) a c r o s s t h e in n e r m i t o c h o n d r i a l
m e mb r a n e fr o m t he m a t r i x i n t o t he in t e r m e m br a n e s p a c e .
C o m p l e x I , t h e N A D H d e h y d r o g e n a s e c o m p l e x , a c c e p t s e le c t r o n s fr o m N A D H ,
w h i c h g i v e s u p it s e l e c t r o n s t o C o e n z y m e Q . T h r e e fr a c t io n s o f t h e N A D H
d e h y dr o g e n a s e c o m p l e x h a v e b e e n id e n t i fi e d : ( 1) a s o lu b l e N A D H d e h y d r o g e n a s e , (2 ) a
fr a c t io n w it h r e d o x c e n t e r F e S 3 a n d F e S 4 , a n d (3 ) a s o l u b l e n o n h e m e ir o n p r o t e in w i t h
c e n t e r F e S 2 .
C o m p l e x I I , t h e s u c c in a t e d e h y d r o g e n a s e c o m p l e x , r e c e i v e s e l e c t r o n s fr o m
F A D H 2 , a n d p a s s e s t h e m o n t o C o e n z y m e Q .
C o mp l e x I I I , t h e C y t o c h r o m e b - c \ c o m p le x , a c c e p t s e l e c t r o n s fr o m Co Q a n d
p a s s e s t he m t o c y t o c hr o m e c , w h i c h p a s s e s t h e m t o t h e C y t o c hr o m e o x id a s e c o m p l e x .
T h i s fi n a l c o m p l e x p a s s e s t he e l e c t r o n s t o o x y g e n , f o r m i n g H 2O i n t h e p r o c e s s .
A l l f o u r c o m p l e x e s a r e b o u n d t o t h e i n n e r m it o c h o n d r ia l m e mb r a n e , w h i l e C o Q ,
a l s o n a m e d u b i q u i n o n e , i s a Up o i d a l mo l e c u l e fo u n d in t h e in n e r m e m br a n e .
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T h e m o v e m e n t o f e l e c t r o n s t h r o u g h t h e m a i n r e s p ir a t o r y c o mp l e x e s p r o v i d e s
e n o u g h fr e e e n e r g y t o a l l o w f o r A T P s y n t h e s i s fr o m A D P a n d P j . T h i s s y n t h e s i s o f A T P
d u r i n g r e s p i r a t o r y e l e c t r o n t r a n s p o r t , c a l l e d o x i d a t i v e p ho s p h o r y la t io n , d i s t i n g u i s h e s it
fr o m A T P s y n t h e s i s d u r i n g o t h e r p h o s p h o r y l a t io n s s u c h a s g l y c o l y s i s . D u r i n g th e l a t e
19 4 0 ' s a n d e a r l y 19 5 0
'
s
,
e v id e n c e be g a n t o a c c u m u l a t e t o s h o w t h a t o x id a t i v e
p h o sp ho r y l a t i o n w a s c o u p l e d t o e l e c t r o n t r a n s p o r t a n d t h a t n e it h e r w a s a n in d e p e n d e n t
p r o c e s s (L e h n i n g e r , 19 6 4 ) .
A . 4 . Ch e m i o sm o t i c T h e o r y
I n 19 6 1, P e t e r M it c h e l l p r o p o s e d a c h e m i o s m o t i c h y p o t h e s i s w h i c h m a i n t a i n e d
t h a t a s t h e h i g h - e n e r g y e l e c t r o n s p a s s d o w n t he r e s p i r a t o r y e l e c t r o n c ha i n , t h e e n e r g y t h a t
i s r e l e a s e d i s u s e d t o p i m i p p r o t o n s a c r o s s t he m n e r m i t o c h o n d r i a l m e mb r a n e fr o m t h e
m a t r i x t o t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e . A n e l e c t r o c he m i c a l p r o t o n g r a d i e n t i s f o r m e d a c r o s s
t he i i m e r m e mb r a n e a n d t h e e n e r g y i n t h i s g r a d i e n t i s u s e d t o d r i v e fi i r t h e r A T P s y n t h e s i s
b y t h e e n z y m e A T P s y n t he t a s e . M it c h e l l l i s t e d fo u r p o s t u l a t e s t o e x p l a in t h e m e c h a n i s m ,
w h i c h w e r e b a s e d o n t h e f e a t u r e s o f t h e s t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l a s p e c t s o f t h e
m i t o c ho n d r i a l m e mb r a n e k n o w n a t t h a t t im e (A l b e r t s e t a l . , 19 94 ) .
1) T h e i n n e r m i t o c h o n dr i a l m e mb r a n e i s im p e r me a b l e t o H
^
a n d O H
"
a n d o th e r i o n i c s p e c i e s i n ge n e r a l .
2 ) T h e c o m p o n e n t s o f t h e e l e c t r o n t r a n sp o r t c ha i n a r e s i t u a t e d i n t h e
m e m br a n e , s o p r o t o n s w i l l be t r a n s p o r t e d o u t o f t h e m a t r b c i n t o t h e
in t e r m e m b r a n e s p a c e a c r o s s t h e m e mbr a n e .
3 ) T h e A T P s y n t h e t a s e c o m p l e x c a n u s e t h e e n e r g y fr o m th e
e l e c t r o c h e m i c a l p r o t o n gr a d ie n t t o s y n t h e s i z e A T P . O r t h i s
c o m p l e x c a n w o r k in r e v e r s e a s a n A T P h y dr o l a s e a n d u s e t h e
e n e r g y fr o m A T P h y d r o ly s i s t o p xi m p p r o t o n s o u t o f t h e m a t r i x
w h e n t h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d ie n t i s n o t gr e a t e n o u g h fo r A T P
s y n t h e s i s .
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4 ) T h e m e mb r a n e c o n t a i n s rf
"
o r O H
'
l i n k e d s y s t e m s t o h e l p
m e t a b o l it e s c r o s s t h e m e m br a n e t o e n t e r o r l e a v e t h e m a t r i x s p a c e .
T h e s e p o s t u l a t e s c o n t i n u e t o h o l d u p t o r e s e a r c h , a n d w h i l e m a n y o f t he
m e c h a n i s m s a r e o n l y p a r t i a l l y u n d e r s t o o d , t h e b a s i c c o n c e p t s r e m a in . T h e f l o w o f
e l e c t r o n s r e s u l t s i n t h e p u m p i n g o f p r o t o n s a c r o s s t h e m it o c ho n d r i a l in n e r m e m b r a n e ,
m a k i n g t h e m a t r i x a lk a l i n e r e l a t i v e t o t h e e x t r a m i t o c h o n d r i a l s p a c e . T hi s p r o t o n g r a d i e n t
(p r o t o n - m o t iv e f o r c e ) p r o v i d e s t h e e n e r g y f o r A T P s yn t h e s i s b y th e i n n e r - m e mb r a n e
p r o t e i n c o mp l e x (F i F o A T P sy n t h e t a s e ) .
A . 5 . M e m b r a n e P o t e n t i a l s
T h e m o v e m e n t o f p r o t o n s d u r i n g e l e c t r o n t r a n s p o rt c r e a t e s b o t h a p H a n d a n
e le c t r i c a l g r a d i e n t a c r o s s t h e m e mb r a n e . T h e p H gr a d i e n t r e s u l t s fr o m t he d i f f e r e n c e i n
H
^
c o n c e n t r a t i o n b e t w e e n t h e m it o c h o n dri a l m a t r i x a n d t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e a n d
c y t o p l a sm o f t h e c e l l . T h e H
*
c o n c e n t r a t i o n r e m a i n s l o w e r i n t he m a t ri x . T h e e le c t r i c a l
g r a d i e n t o r m e m br a n e p o t e n t i a l r e s u lt s fr o m t h e o u t fl o w o f p o s i t i v e i o n s m a k in g t h e
o u t s i d e p o s i t i v e w h i l e t h e i n t e r i o r s p a c e i s n e g a t i v e l y c h a r g e d (A l b e rt s e t a l , 19 9 4 ) . T h e
t o t a l p o t e n t i a l d i f f e r e n c e o r p r o t o n - m o t i v e f o r c e (A p j , i s c o m p o s e d o f b o t h t h e e l e c t r i c a l
(A * P ) a n d th e c h e m i c a l a c t i v i t y (A p H ) c o m p o n e n t s a n d c a n be w r it t e n a s :
(A p; = A ^ - Z A p H
w h e r e Z = 2 . 3 0 3 R T /F , a n d R , T , F a r e t h e g a s c o n s t a n t , a b s o l u t e t e mp e r a t u r e , a n d F a r a d a y
c o n s t a n t
,
r e s p e c t i v e l y . T h e u n i t s o f Z a r e v o l t s a n d t he v a l u e o f Z i s 0 . 0 5 9 a t 2 5
° C , o r 59
m i l l i v o l t s (m V ) . T h e t y p i c a l p r o t o n - m o t i v e fo r c e i n r e s p i r i n g m i t o c h o n dri a is m o r e t ha n
2 0 0 mV , o f w h i c h a b o u t 15 0mV i s t h e e l e c t r i c a l c o m p o n e n t a n d t h e p H g r a d i e n t
d i f f e r e n t ia l i s a b o u t - 1 p H i m it . I n m i t o c h o n d ri a , t h e A
*P c o m p o n e n t is g r e a t e s t a n d t h e
A p H i s r e la t i v e l y s m a l l (R e i d a n d L e e c h , 19 80 ) . So m e d if f e r e n t c e l l t y p e s ha v e b e e n
m e a s u r e d f o r p o t e n t ia l . F o r ex a m p l e , t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l w a s
d e t e r m i n e d t o b e a p p r o x im a t e ly 14 8 m V in s y n a p t o s o m e s (i s o l a t e d n e r v e e n d in g s ) (Sc o t t
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a n d N i c h o l l s
,
19 8 0) a n d a p p r o x im a t e ly 12 0 m V in i n t a c t l y m p h o c y t e s (B r a n d a n d F e l b e r ,
19 8 4 ) .
T h e a b i l i t y t o d i s r u p t t h i s p o t e n t i a l o r in t e r f e r e w i t h o n e o f t h e c o m p l e x e s i n t he
e l e c t r o n t r a n s p o rt c h a in h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h r o u g h t h e u s e o f m i t o c h o n d r i a l
u n c o u p le r s a n d in h i b it o r s . T h e s e
" m h i b i t o r s
" h a v e a l s o h e lp e d r e s e a r c h e r s d e v e l o p m o r e
c o m p l e t e u n d e r s t a n d i n g s o f t h e m e c h a n i s m s o f r e s p i r a t o r y c o n t r o l , r e g u l a t i o n a n d
o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n .
A . 6 . I n h i b it o r s / U n c o u p l e r s
T h e r e h a v e b e e n s e v e r a l i n h ib it o r s o f t h i s t r a n s p o rt p r o c e s s k n o w n a n d
c h a r a c t e r i z e d
,
s e e e . g . , Si n g e r , 19 7 9 . R e f e r t o F i g u r e 3 - 4 f o r a s im p Uf i e d p i c t v ir e o f t h e
m i t o c h o n d r i a l s i t e s a t w h i c h s o m e i n h i b i t o r s a n d u n c o u p l e r s a r e k n o w n t o a c t .
A . 6 . a . I n h ib it o r s
B o t h c y a n i d e a n d c a r b o n m o n o x i d e in h i b i t e l e c t r o n t r a n s f e r t h r o u gh t h e i n h i b i t i o n
o f c y t o c hr o m e o x id a s e i n t he c h a in . T h e a n t i b i o t i c A n t im y c i n A i s c a p a b l e o f b l o c k i n g
e l e c t r o n t r a n s f e r fr o m c y t o c hr o m e b t o c y t o c hr o m e c in t h e t h i r d c o n p l e x , t h e
c y t o c hr o m e c o x i d o r e du c t a s e (c y t o c h r o me b - c \ c o m p l e x ) . Pa r k a s e t a l . i n 19 8 9
d e m o n st r a t e d t h i s d e c r e a s e i n p o t e n t i a l b y t he i r fl u o r e s c e n t m i c r o s c o p y m e t h o d s (F a r k a s
e t a l . , 19 89 ) . T h e y h a d s im i l a r f i n d in g s w it h a le s s p r o n o u n c e d e f fe c t , w h e n t e s t i n g
r o t e n o n e , a fi s h p o i s o n w h i c h i s c a p a b l e o f i n h i b it i n g t h e N A D H
- C o Q r e d u c t a s e
m e c ha n i s m .
O l i g o m y c i n , a l s o a n a n t i b i o t i c , i n h i b it s m it o c h o n d r i a l A T P s y n t he t a s e d i r e c t l y . I t
h a s t h e a b i l it y t o b l o c k t h e fl o w o f p r o t o n s t hr o u g h th e m e mb r a n e
- e m b e d d e d p a rt (F o ) o f
t h e A T P s y n t h e t a s e e n z y m e (L i n n e t t a n d B e a c h e y , 19 7 9 ) . I f t h e t r a n s f e r o f e n e r g y fr o m
t h e e l e c t r o c h e m i c a l p o t e n t i a l d i f f e r e n c e t o t h e f u n c t i o n i n g o f t he A T P s y n t h e t a s e e n z y m e
i s b l o c k e d
,
t h e n e t r e s u l t s h o u l d be a l e s s e r " l o a d
"
o n t h e e l e c t r o n t r a n s p o rt , a n d t h i s
s h o u l d l e a d t o a n i n c r e a s e in t h e p o t e n t i a l (F a r k a s e t a l , 19 8 9) . T h e w o r k o f F a r k a s e t a l .
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F i g u r e 3 - 4
M i t o c h o n d r i a E l e c t r o n T r a n s p o r t S c h e m a t i c
S i t e s o f A c t i o n o f Se v e r a l M i t o c h o n d r i a l I n h i b i t o r s / U n c o u p l e r s
F r o m : G i l b e r t , 1 99 2
H
+
TCA c y c le
^
N A D H
<R» « p n )M n
H + H +
I n n e r M e m b r a n e
T ^ - ^ ,
S i te ! S it e l i S i te II P
^ -
^ t
R o t e n o n e ,
C o Q > C y t b * C y t c 1
- » - C y t c > C y t a - a 3 ^/
R a v l p ro t e i n s * ^ '^ "
F a t t y a c y l - C o A
A m y t a l
S u c c i n a t e
G ly c e r o lp ho s ph a t e
A T P A D P
Bo n g Kr e k a t e
A t r a c t y lo s l d e
A T P A D P
O u te r M e m b r a n e
Cy a r l d e
A DP + P i A T P
O l i go m y c i n
14
u s i n g q u a n t i t a t i v e f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y a n d c o n fo c a l m i c r o s c o p y i n d i c a t e d a v i s i b l e
i n c r e a s e i n t h e m i t o c h o n dr i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l . T he y e x p e r i e n c e d a s l o w i n c r e a s e t h a t
c o n t in u e d o v e r a 2 0 m i n u t e p e r i o d , b u t t h e y c la im e d i t w a s e v i d e n t a s e a r ly a s 2 m i n u t e s
a ft e r i n t r o d u c t io n o f t h e d r u g . T h i s i n c r e a s e i n p o t e n t i a l h a d be e n r e p o r t e d t w ic e , p r io r t o
t h e w o r k b y F a r k a s e t a l . , b y Sc o t a n d N i c h o Us in 1 9 80 a n d H o e k e t a l . , 1 9 8 0 . I n b o t h
t h o s e c a s e s t h e i n c r e a s e w a s n e g l i g i b l e a n d b a r e l y e x c e e de d e x p e r i m e n t a l e r r o r . So m e
r e p o r t s h a v e i n d i c a t e d a d e c r e a s e in m e mbr a n e p o t e n t i a l u p o n o l i g o m y c i n a d d it i o n
(B e r e it e r - H a h n e t a l , 19 83 ) .
A . 6 . b . U n c o u p l e r s
S u b s t a n c e s t ha t a r e c a p a b l e o f c a r r y i n g H
^
(p r o t o n s ) a c r o s s t h e in n e r m e m b r a n e
c a n c a u s e a d i s s i p a t io n o f t h e p H g r a d ie n t r e q u i r e d fo r A T P s y n t h e s i s a n d th e r e fo r e
u n c o u p le t h e o x i d a t i o n o f N A D H a n d p h o s p h o r y l a t i o n , b o t h o f w h i c h n e e d t he p r o t o n -
m o t i v e f o r c e t o c o n t i n u e . T h e y u n c o u p l e o r d is s o c i a t e t h e o x i d a t io n o f N A D H (w h i c h
c a n s t i l l c o n t in u e ) , fr o m t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f A D P (w h i c h t h e y i n h i b i t ) . 2 , 4-
d in it r o p h e n o l a n d d i c u m a r o l a r e bo t h c a p a b l e o f i n c r e a s i n g t h e H
^
p e r m e a b i l it y o f t h e
i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e mb r a n e a n d t h u s r e d u c i n g t h e m e mb r a n e p o t e n t i a l . C a r b o n y l
c y a n i d e / n - c h l o r o p h e n y l h y dr a z o n e (C C CP ) c a n m e d i a t e t h e m o v e m e n t o f p r o t o n s a c r o s s
t h e in n e r m e m b r a n e
,
r e s u l t in g i n a c o l l a p s e o f t h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t ia l i n t h e c e l l .
C i t in g a g a i n t h e w o r k o f F a r k a s e t a l . ( 19 8 9 ); t h e y w e r e a b l e t o d e t e c t a t r a n s i e n t r i s e
fo l l o w e d b y a d e c r e a s e i n t h e c y t o p la s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l f lu o r e s c e n c e a ft e r
a p p l i c a t i o n o f C C C P .
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A . 7 . P h a r m a c o l o g i c a l a n d E n v ir o n m e n t a l M o d i fi e r s
R e s e a r c h e r s h a v e b e e n a b l e t o d e m o n s t r a t e t h e a b i l i t y o f lo c a l a n e s t h e t i c s t o
in h ib it m i t o c ho n d r i a l e l e c t r o n t r a n s p o r t a t s e v e r a l s i t e s (C h a z o t t e a n d V a n d e r k o o i , 19 8 1 ;
C h a z o t t e e t a l . , 19 8 2 ) . O t he r w o r k h a s s h o w n th a t l o c a l a n e s t h e t i c s s u c h a s l i d o c a in e ,
bu p i v a c a i n e a n d e t i d o c a i n e a r e c a p a b l e o f c a u s in g a d e c r e a s e o r e v e n a c o l l a p s e o f t h e
m emb r a n e p o t e n t i a l in m i t o c h o n d r i a in c e l l s in c u l t u r e (G r o u s e l l e e t a l . , 19 9 0) . I n
a n o t he r c a s e , c a r c i n o m a c e l l s t r e a t e d w i t h d o x y c y c l i n e w e r e e x a m i n e d b y p h a s e - c o n t r a s t
fl u o r e s c e n c e a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y a ft e r u lt r a v i o l e t r a d i a t i o n (3 2 0 - 4 0 0 n m ) . T h e
d o x y c y c l i n e l o c a l iz e d i n t h e m i t o c h o n d r i a a n d a ft e r ir r a d i a t i o n a t 1 J / s q c m , t h e
m i t o c h o n d r i a e x h i b it e d s w e l l i n g o f t h e m a t r i x , d i s r u p t i o n o f t h e c r i s t a e a n d in a b i l i t y t o
c o n c e n t r a t e Rh o d am i n e 12 3 (S h e a e t a l . , 19 8 8 ) .
E x t e r n a l a n d e n v ir o n m e n t a l c a u s e s h a v e a l s o b e e n c l a im e d t o c a u s e m i t o c h o n dr i a l
p r o b le m s . T h e r e ha s b e e n a r e p o r t o f m i t o c h o n d r i a l d y s fi i n c t io n c a u s e d b y s e l e n i u m
d e fi c i e n c y (R a n i a n d L a l i t h a , 19 9 6 ) . A n o t h e r p a p e r h a s c l a im e d m i t o c h o n d r i a l c h a n g e s
i n m u r i n e l y m p h o c y t e s d u e t o a fl a t o x i n (R a i n b o w e t a l . , 19 9 4 ) . R a i n b o w e t a l . w e r e
a t t e m p t m g t o d e t e r m i n e i f t h e im m u n e d y s fi m c t i o n a t t r i bu t e d t o a fl a t o x i n B l w a s
m i t o c h o n d r i a l i n o r ig in , a n d t h e y d i d o bs e r v e u lt r a s t r u c t u r a l c h a n g e s in t h e c r i s t a e u n d e r
s c a i m i n g m i c r o s c o p y . R e s e a r c h e r s h a v e f o u n d e v i d e n c e o f c h a n g e i n m it o c ho n d r i a l
m e mb r a n e p o t e n t i a l m e a s u r e d b y c o n f o c a l m i c r o s c o p y in in s t a n c e s o f c a dm i u m e x p o s u r e
in h u m a n f e t a l lu n g fi b r o b l a s t s (Y a n g e t a l . , 19 9 7 ) . A s t u d y o f s o d iu m d o d e c y l s u l f a t e
(SD S), a c o mm o n i n g r e d i e n t i n c o n s u m e r p r o d u c t s , s h o w e d it s a b i l it y t o c a u s e d is s ip a t i o n
o f t h e m i t o c h o n d r ia l m em br a n e p o t e n t i a l w h e n a p p l i e d t o e p i t h e l i a l c e l l s i n c u lt u r e (Y a n g
a n d A c o s t a , 19 9 5 ) .
A . 8 . D i s e a s e a n d G e n e t i c D i s o r d e r s
T h e s u c c e s s fi i l a b i l i t y o f m it o c ho n d r i a t o p r o v i d e e n e r g y in t h e f o r m o f A T P f o r
l iv i n g o r g a n i s m s i s c r it i c a l t o t he h e a l t hy fu n c t i o n o f t h a t o r g a n i s m . S o m e d i s e a s e s
a n d / o r g e n e t i c d is o r d e r s c a n im p a i r m i t o c h o n dr ia l f u n c t i o n a n d c a u s e s y m p t o m s s u c h a s
f a t i g u e , w e ak n e s s , m e n t a l im p a i r m e n t , s e v e r e d e b i l it a t i o n o r l if e t h r e a t e n i n g c o n d i t io n s .
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T h e fi r s t w e l l d o c u m e n t e d c a s e o f m i t o c h o n dr i a l d i s e a s e w a s d e s c r i b e d b y L u ft i n
19 6 2 . T hi s c a s e r e p o r t e d , w h i c h b e c a m e k n o w n a s
" L u ft
'
s d i s e a s e "
,
w a s a 3 5 - y e a r - o l d
w o m a n w h o p r e s e n t e d w i t h a h i s t o r y o f h y p e r m e t a bo Us m a n d g e n e r a l i z e d m y o p a t h i c
w e a k n e s s . I t w a s d e t e r m i n e d t h a t " l o o s e m i t o c ho n d r i a l c o u p l i n g
" w a s o c c u r r in g , a n d t he
a m o xm t o f A T P s y n t h e s i z e d i n h e r m u s c l e m i t o c h o n d r ia w a s g r e a t l y r e d u c e d . L u ft i n
19 9 4 s t a t e d t ha t p r im a r y d e f e c t s in m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a r e im p l i c a t e d in o v e r 10 0
d i s e a s e s
,
a n d t h e l i s t c o n t in u e s t o g r o w . Y e t t h e fi r s t m i t o c h o n d r i a l d e f e c t - a m y o p a t h y -
w a s d e m o n s t r a t e d o n l y 3 5 y e a r s a g o (L u ft , 19 9 4 ) . T h e fi e l d
'
s d r a m a t i c e x p a n s i o n r e fl e c t s
t h e g r o w t h i n u n d e r s t a n d i n g m i t o c h o n d r i a .
T he m i t o c h o n d r i a l m y o p a th i e s o r e n c e p h a l o m y o p a th i e s w it h k n o w n b i o c h e m i c a l
d e fe c t s c a n b e d i v i d e d i n t o 5 gr o u p s : ( 1) d e fe c t s o f m i t o c ho n d r i a l t r a n s p o r t , s u c h a s
c a r n i t in e d e f i c i e n c i e s ; (2 ) d e fe c t s o f s u b s t r a t e u t i l i z a t i o n , s u c h a s d e f e c t s o f b e t a -
o x i d a t i o n ; (3 ) d e fe c t s o f t h e K r e b s c y c l e , s u c h a s fi i m a r a s e d e fi c i e n c y ; (4 ) d e f e c t s o f
o x i d a t i o n - p h o s p h o r y l a t i o n c o u p l i n g , s u c h a s L u ft d i s e a s e , a n d (5 ) d e f e c t s o f t h e
r e s p ir a t o r y c h a in . (D iM a u r o e t a l . , 19 87 ) .
V a r i o u s d e f e c t s i n a l l t he s e fi v e c a t e g o r i e s h a v e be e n r e p o r t e d . Sc h o t l a n d e t a l
( 19 7 6 ) d e s c r i b e d a 3 7 - y e a r - o l d l a d y w it h c o m p l a in t s o f s e v e r e m u s c l e w e a k n e s s , w h i c h
w a s a t t r i bu t e d t o a d e fe c t i v e A T P - s y n t h e t a s e c o m p l e x . A d e fe c t i n N A D H o x i d a t i o n ,
w a s t h o u gh t t o b e t h e c a u s e o f m u s c l e f a t i g a b i l it y a n d e x e r c i s e i n d u c e d la c t i c a c i d o s i s i n
a c a s e r e p o r t e d b y M o r g a n - H u g h e s (M o r g a n - H u g h e s e t a l . , 19 7 3 ) . D i s e a s e s h a v e a l s o
b e e n d e s c r i b e d in w h i c h e x t r e m e l y s e v e r e s y m p t o m s a r e c o m m o n .
" L e i g h
'
s d i s e a s e i s a
f a t a l a u t o s o m a l r e c e s s i v e d i s o r d e r c h a r a c t e r i z e d by h y p o t o n i a , m u s c l e w e a k n e s s ,
c o n v u l s i o n s , b lm d n e s s a n d d e a fi i e s s . Wo r k b y Sw e e n e y h a s l e d t o t h e s u g g e s t i o n t h a t a
d e fe c t in t h e a b i l it y o f m it o c h o n d r i a t o u t i l iz e p y r u v a t e m a y be i n v o lv e d (Sw e e n e y e t a l . ,
19 9 4 ) .
T h e p o s s i b i l i t y o f m i t o c h o n d r i a l i n v o l v e m e n t i n m a n y i l b i e s s e s w i t h s y m p t o m s o f
f a t i g u e , w e a k n e s s a n d m a l a i s e i s v e r y r e a l a n d w o r t h y o f r e s e a r c h e f o r t s .
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B . I mm u n e Sy s t e m
"
L e u c o c y t e s m a y b e r e g a r d e d a s m o b i l e u n i c e l l u l a r g l a n d u l a r b o d ie s w h i c h s e t
f r e e t h e i r s e c r e t i o n s i n t h e h u m o r s of t h e o r g a n i s m B u t l i t t l e i s k n o w n of t h e n a t u r e a n d
f u n c t i o n s of t h e s u bs t a n c e s t h e y s e c r e t e .
"
- A l e x i s C a r r e l a n d A l b e r t E be l i n g , 192 2
B . l . O v e r v i e w
T h e im m u n e s y s t e m i s im p o r t a n t f o r m a n y r e a s o n s , e s p e c i a l l y h o s t d e f e n s e . T he
fu n c t i o n i n g i mm u n e s y s t e m ha s p h y s io l o g i c a l e f fe c t s t h a t c a n b e s t r a i g h t fo r w a r d in
f u n c t i o n in s o m e w a y s , a n d m y s t e r i o u s l y c o m p l e x in o t h e r s . T he h u m a n bo d y h a s
o bv io u s e x t e r n a l d e f e n s e s s u c h a s s k i n
,
lu n g s , g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t , e t c . t h a t a c t iv e l y
r e p e l u n w a n t e d i n v a d e r s . T h e i n t r o d u c t io n o f
"
c o w p o x
"
v a c c i n e b y E d w a r d Je n n e r i n t h e
l a t e 1 8t h c e n t u r y a s a d e f e n s e a g a i n s t hu m a n s m a l l p o x p r o v i d e d t h e b e g i n n i n g s o f t h e
c u r r e n t s c i e n c e o f " I m m u n o lo g y
"
(B i b e l , 19 8 8 ) .
T h e v a c c in a t i o n r e sp o n s e p r o m p t e d th e s t u d y o f t h e m e c ha n i s m s o f v a c c i n a t i o n
a n d m 18 9 0 , Em i l v o n B e hr i n g a n d Sh i b a s a bu r o K i t a s a t o d i s c o v e r e d t h a t t h e s e r u m o f
v a c c i n a t e d in d i v i d u a l s c o n t a i n e d s u b s t a n c e s c a p a b l e o f b i n d i n g t o t h e r e le v a n t p a t h o g e n .
T h e s e s u b s t a n c e s w e r e n a m e d a n t i b o d i e s . Ju l e s B o r d e t f o l l o w e d th i s d i s c o v e r y i n 18 9 9
b y th e f i n d i n g o f c o m p l e m e n t , a s e r u m c o m p o n e n t t h a t a c t s in c o n j u n c t i o n w it h
a n t i b o d i e s t o d e s t r o y t h e p a t h o g e n , s e e e . g . , Ja n e w a y a n d T r a v e r s , 19 94 .
A s r e c e n t ly a s t h e 19 6 0 s s o m e t e x t b o o k s d e s c r i b e d w h it e b l o o d c e l l s a s h a v i n g n o
kn o w n fu n c t i o n ( Ja n e w a y a n d T r a v e r s , 19 9 4 ) . I t i s n o w c o m m o n k n o w l e d g e t h a t w h i t e
b l o o d c e l l s a n d b lo o d s e r u m c o m p o n e n t s a r e b o t h a c t i v e i n t h e im m xm e r e s p o n s e . T h e
c l a s s i f i c a t i o n a n d d e s c r i p t i o n o f l y m p h o c y t e fi i n c t i o n s h a s p r o c e e d e d r a p i d ly in t h e l a s t
s e v e r a l d e c a d e s .
L y m p h o c y t e s a r e f o u n d i n f o u r m a i n s it e s ; b o n e m a r r o w , t h y m u s , p e r i p h e r a l
l y m p h o i d o r g a n s a n d t he b l o o d / l y m p h fl u i d . A l l l y m p h o c y t e s d e r iv e fr o m b o n e m a r r o w ,
h o w e v e r o n e g r o u p m a t u r e s in t h e t h y m u s , a l a r g e l y m p h o id o r g a n l o c a t e d i n t h e u p p e r
c h e s t . T h e t h y m u s d e r i v e d c e l l s a r e l a be l e d T - c e l l s a n d t h e o t h e r g r o u p , w hi c h m a t u r e s i n
t h e b o n e m a r r o w , a r e n a m e d B - c e l l s (Ja n e w a y a n d T r a v e r s , 19 94 ) .
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B - c e l l s a r e t h o s e c e ll s c a p a b l e o f p r o d u c i n g a n t i b o d ie s w h i l e T - c e l l s a r e c a p a b l e
o f d i r e c t l y a t t a c k i n g i n v a d e r s s u c h a s b a c t e r i a a n d v i r u s e s . T - c e l l s a r e f u r t h e r d i v i d e d
i n t o t w o f u n c t i o n a l c a t e g o r ie s ba s e d o n m a r k e r s f o u n d o n th e ir c e l l s u r f a c e s . C y t o t o x ic
T - c e l l s c a r r y a c e l l - s u r f a c e m o le c u l e l a be l e d
" C D S" a n d t h e c e l l it s e l f i s c a p a b l e o f
d e s t r o y in g p a t h o g e n s . H e l p e r o r in f la m m a t o r y T - c e l l s a r e d i s t i n gu i s h e d b y a c e l l - s u r f a c e
m o l e c u le l a b e l e d " C D 4 " a n d p r o v i d e t h e i r w e a p o n s t hr o u g h t h e p r o d u c t i o n o f m o le c u l e s
t h a t c a n a c t i v a t e o t h e r a s p e c t s o f t h e imm u n e s y s t e m . T h e CD n a m e d e s i g n a t i o n c a m e
a b o u t t hr o u gh d i s c o v e r i e s t h a t c o m b i n at i o n s o f c e l l s u r fa c e p r o t e i n s o n l y m p h o c y t e s h a d
p a r t i c u l a r f u n c t i o n s a n d w e r e o r i g i n a l l y c a l l e d
" d i f f e r e n t i a t i o n a n t i g e n s
"
. Wh e n g r o u p s
o f m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s w e r e fo u n d t o r e c o g n i z e t h e s a m e d i f fe r e n t i a t io n a n t i ge n , t he y
w e r e c a l l e d " c l u s t e r s o f d i f f e r e n t i a t i o n " o r C D (Ja n e w a y a n d T r a v e r s , 19 94 ) .
B . 2 . C y t o k i n e s
B . 2 . a . F u n c t io n
T h e r e c o gn i t i o n t h a t u n m u n e c e l l s w e r e c a p a b l e o f p r o d u c i n g m o l e c u l e s t h a t
s t im u l a t e d o t h e r e v e n t s in t h e im m u n e r e s p o n s e c a n p r o ba b l y be t r a c e d t o s e v e r a l
d i s c o v e r i e s . O n e w a s t h e f i n d i n g o f a s u b s t a n c e s e c r e t e d b y T - c e l l s t h a t w a s c a p a b l e o f
d e s t r o y i n g s o m e c a n c e r o u s t u m o r s (C a r s w e l l e t a l , 19 7 5 ) . T h i s f i n d i n g l e d t o t h e n a m i n g
o f t h e m o l e c u l e a s T u m o r N e c r o s i s F a c t o r (T N F ) . R e s e a r c he r s h a v e s i n c e f o u n d th a t
T N F i s c a p a b l e o f r e c o gn iz i n g t h e d i f f e r e n c e be t w e e n n o r m a l b l o o d v e s s e l s a n d t h e b l o o d
v e s s e l s t h a t s u p p ly a t u m o r . I t s o m e h o w c a u s e s t h o s e v e s s e l s t o b e c o m e l e a k y a n d
p o r o u s , c a u s i n g a h e m o r r h a g e t ha t b e c o m e s le t h a l t o t he t i m i o r (H a l l , 19 9 7 ) . T h r o u g h th e
l a t e 7 0 ' s a n d 8 0
'
s
,
h o p e t h a t T N F c o u l d b e u s e d d ir e c t l y t o s t o p c a n c e r w a s r e p l a c e d b y
p e s s im i s m d u e t o t h e d e le t e r i o u s s i d e e f fe c t s c a u s e d b y th e a dm i n i s t r a t i o n o f T N F (H a l l ,
19 9 7 ) .
T h e s c i e n c e o f v ir o l o g y p r o v i d e d t h e d i s c o v e r y o f a n o t h e r imm u n e m o l e c u l e t h a t
h a s r e c e i v e d s i g n i f i c a n t r e s e a r c h i n t e r e s t . T h e w o r k o f t w o B r i t i s h s c i e n t i s t s , F in d l a y a n d
M a c C a l l u m
,
in 19 3 7 , w a s n o t i c e d b y a 19 5 0
'
s v ir o l o g i s t , Je a n L i n d e n m a n n (H a l l , 19 9 7 ) .
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T h e 19 3 7 a r t i c l e d e s c r i b e d a p he n o m e n o n i n w h i c h m o n k e y s i n f e c t e d b y R i ft V a l l e y
f e v e r v i r u s s o m e h o w r e s i s t e d a s u b s e q u e n t m f e c t io n b y t h e n o r m a l ly f a t a l y e l l o w f e v e r
v i r u s . T h i s r e s i s t a n c e i s n o w k n o w n t o b e p r o v i d e d b y I n t e r f e r o n (I F N ) , a n o t he r T - c e l l
p r o d u c t a n d s o n a m e d b e c a u s e it
" in t e r f e r e s " w i t h v i r a l r e p l i c a t i o n (J a n e w a y a n d T r a v e r s ,
19 9 4 ) .
T h e s e t y p e s o f m o l e c u l e s , T N F , I n t e r f e r o n a n d o t h e r s a r e g r o u p e d c o l l e c t i v e l y
u n d e r t h e n a m e " c y t o k m e s
"
t o d e n o t e t h e ir c e l l - t o - c e l l c o m m u n i c a t i o n fu n c t io n s (B i be l ,
19 8 8 ) . C y t o k i n e s a r e g e n e r a l l y d e s c r i b e d a s s o lu b l e m e d i a t o r s w it h h o r m o n e - l i k e a c t i o n s
t ha t a r e p r o d u c e d b y m a n y c e l l t y p e s . C y t o k i n e s p r o d u c e d b y m a c r o p h a g e s a n d o t h e r
m o n o n u c l e a r p h a g o c y t e s a r e c a l l e d m o n o k i n e s w h i l e t h o s e p r o d u c e d b y l y m p h o c y t e s a r e
c a l l e d l y m p h o k i n e s (H y d e , 19 9 5) . Su b s e q u e n t l y d i s c o v e r e d T - c e l l p r o d u c e d m o l e c u l e s
h a v e b e e n n a m e d I n t e r l e u k i n (I L ) , f o l l o w e d b y a n u m b e r .
B . 2 . b . C y t o k i n e s i n C a n c e r T h e r a p y
Wh i l e r e s e a r c h i n t o t h e k i t r a c e l l u l a r m e c h a n i s m s o f v a r i o u s c y t o k in e s c o n t i n u e d
t o g r o w , a n o t h e r a s p e c t o f c y t o k i n e u s a g e s u r f a c e d . I n a s e a r c h fo r t h e p o s s i b i l it y o f
v a c c i n e s t o fi g ht c a n c e r i n t h e e a r l y 19 70 s , t h e r e w e r e c l a im s o f c u r e s f o r c h i l d h o o d
l e u k e m i a w it h t h e u s e o f b a c i l l u s C a lm e t t e - G u e r m (B C G ) (H a l l , 1 9 9 7 ) . B C G i s a n
a t t e n u a t e d s t r a i n o f t h e t u b e r c u l o s i s b a c t e r i u m t h a t i s u s e d a s a T B v a c c in e . I t i s a
"
n o n s p e c i f i c
" f o r m o f im m u n o t h e r a p y , b e c a u s e i t d o e s n
'
t a t t a c k a s p e c ifi c a n t i g e n , b u t
d o e s c a u s e s t im u l a t i o n o f t he im m u n e s y s t e m a n d h a s n o w b e c o m e p a r t o f t h e r e g u l a r
t r e a t m e n t r e g im e f o r b l a d d e r c a n c e r . I n a s e a r c h f o r o t h e r v a c c in e l ik e m e t h o d s t o t r e a t
c a n c e r a n o t h e r d i f f e r e n t t e c hn i q u e w a s p vi r s u e d a t t h e N a t io n a l C a n c e r I n s t i t u t e . T h e
t e c h n i q u e t e s t e d t he p o s s i b i l i t y t h a t l y m p h o c y t e s c o u l d b e t r a n s fi i s e d in t o c a n c e r p a t ie n t s
t o a t t a c k t h e i r t u m o r s , a p r o c e s s t h a t b e c a m e k n o w n a s
"
a d o p t i v e im m u n o t h e r a p y
"
.
I n 19 7 7
,
R o s e n be r g a n d c o w o r k e r s i n j e c t e d a p i e c e o f a h u m a n t u m o r in t o t h e
ly m p h n o d e a r e a i n t h e s m a l l b o w e l o f a p i g . T h e ir r e a s o n i n g w a s t h a t t h e p i g s
'
i n u n u n e
sy s t e m c o u l d r e a c t t o t he t u m o r b y c r e a t i n g a l in e o f l ym p h o c y t e s t h a t c o u l d a t t a c k t h e
t u m o r . T h e s e l y m p h o c y t e s c o u l d th e n b e h a r v e s t e d fi
-
o m th e p ig a n d t r a n s f e r r e d t o t h e
p a t i e n t w i t h th e t u m o r (H a l l , 19 9 7 ) . T h e i r e a r l y e x p e r im e n t s f a i l e d b u t th e y w e r e
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c o n v i n c e d , a s w a s a n o t h e r r e s e a r c h e r n a m e d A l e x a n d e r F e f e r , t h a t l y m p ho c y t e s c o u l d b e
u s e d t o t r e a t t u m o r s . F e fe r ' s w o r k in c l u d e d p r o o f u s in g m u r in e s a r c o m a v i r u s t h a t t h e
im m u n e s y s t e m o f a d u lt m i c e c o u l d e r a d i c a t e t h e t u m o r , w h e r e n e w bo r n s o r ir r a d i a t e d
a d u l t m i c e (w it h o u t fi i n c t i o n i n g im m u n e s y s t e m s ) c o u l d n o t (F e f e r , 19 6 9) . B o t h F e fe r
a n d R o s e n be r g b e l i e v e d t h a t T c e ll s eu i d t h e ir c h e m i c a l m e s s a g e s c o u l d id e n t i fy t u m o r s
a n d p o s s i b l y e r a d i c a t e t h e m .
I t w a s f o u n d t h a t l y m p h o c y t e s a n d t u m o r c e l l s m i x e d t o g e th e r c o u l d p r o v id e a
s u b s e t o f k i l l e r c e l l s t h a t w e r e c a p a b l e o f k i l l in g th e o r ig i n a l t u m o r c e ll . T h i s s u b s e t w a s
n o t a s p o w e r f u l a s T - c e ll s a n d s in c e t h e y h a d b e e n c u lt u r e d w it h I n t e r l e u k i n - 2 , w e r e
l a b e l e d " l y m p h o k i n e - a c t i v a t e d k i l l e r c e l l s
"
- L A K c e l l s (G r im m e t a l , 19 8 2 ) . I n 19 8 1,
R o s e n b e r g a n d c o w o r k e r s a t t e m p t e d t o in f u s e L A K c e l l s i n t o c an c e r p a t ie n t s bu t t he ir
f ir s t a t t e mp t s f a i l e d . T h e p a t i e n t s r e p o r t e d fe v e r , c h i l l s , fe t i g u e a n d h e a d a c h e s d u r i n g t h e
in f u s i o n p r o c e s s a n d t h e c a n c e r s w e r e n o t s t o p p e d (M a z u m d e r e t a l . , 19 8 4 ) . T h i s e f o r t
w a s f o l lo w e d b y th e u s e o f I L - 2 a l o n e i n t h e h o p e t h a t it w o u l d s t im u l a t e t h e p a t i e n t
'
s
o w n l y m p h o c y t e s . T hi s e f o r t a l s o f a i l e d b u t c o i n c i d e d w it h th e g e n e t i c c lo n i n g o f I L - 2
b y T a n i gu c h i i n 19 8 3 (H a l l , 19 9 7 ) . O n c e I L - 2 c o u l d b e m a n u f a c t u r e d , t h e a t t e m p t t o u s e
I L - 2 w i t h a n d w i th o u t L A K c e l l s w a s in c r e a s e d . T h e R o s e n b e r g g r o u p a g a i n h i t u p o n a
c o m b in a t i o n o f L A K c e l l s a n d I L - 2 t h a t s e e m e d t o r e d u c e t u m o r s i n a t l e a s t h a l f t h e
e x p e r im e n t a l a n im a l g r o u p s t e s t e d (R o s e n b e r g e t a l . , 19 85 ) .
B . 2 . b . l . E f e c t s o f I m m u n o t he r a p y
O n c e t he s e e x p e r im e n t a l p r o t o c o l s w e r e a pp r o v e d f o r h u m a n u s e , t h e r e w a s a
p r o l i f e r a t i o n a r o u n d t h e w o r l d o f I L
- 2 t h e r a p y t o t r e a t c a n c e r . O n e c a n f i n d hu n d r e d s o f
j o u r n a l a r t i c l e s o n t h e c l i n i c a l t r e a t m e n t s t h a t ha v e b e e n a t t e m p t e d . W h i l e t h e r e ha s b e e n
s u c c e s s a n d t h e m e c h a n i s m s r e m a i n u n c l e a r , t h e s i d e e f e c t s o f t h i s i mm u n o t he r a p y c a n
be s e v e r e .
T h e f i r s t s e t o f R o s e n b e r g t r i a l s p r o du c e d th e s a m e s e t o f f e v e r , f a t i g u e , m a l a i s e ,
n a u s e a , v o m i t i n g , d i a r r h e a , d r o p s i n b l o o d p r e s s u r e , s k i n r a s h e s , h v e r a b n o r m a l i t i e s ,
c h i l l s a n d a n e m i a i n a l l p a t i e n t s t r e a t e d (H a l l , 19 9 7 ) . T h e r e s u l t s , ho w e v e r , i n d i c a t e d t ha t
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o f 10 6 p a t i e n t s w it h m e t a s t a t i c c a n c e r , t h o s e w h o r e c e iv e d IL - 2 a n d L A K c e l l s r e p o r t e d a
2 1. 7% r e s p o n s e r a t e i n c l u d i n g 8 c o m p l e t e r e s p o n s e s . T h o s e t r e at e d w it h I L - 2 a l o n e
r e p o r t e d a 13% r e sp o n s e r a t e w it h 1 c o m p l e t e r e s p o n s e (R o s e n b e r g e t a l . , 19 8 5) , I L - 2
th e r a p y c o n t i n u e s a s a c o u r s e o f a c t io n in c a n c e r t he r a p y , b u t t h e s a m e t o x ic r e s p o n s e s
a r e s t i l l b e in g r e p o r t e d (E t o n e t a l . , 19 9 6 ; H e r s h e t a l , 19 8 9 ; Wh it e h e a d e t a l . , 19 9 5 ) .
A l l i s o n e t a l . ( 19 8 9 ) d e t e r m i n e d t h a t I L - 2 a d m i n i s t e r e d a t 1 m g / m
^
I n t r a v e n o u s f o r 5 d a y s
w a s a s s o c i a t e d w i t h m o d e r a t e t o x i c it y , b u t a d o s e o f 0 . 5 m g / m
^
w a s t o l e r a b l e fo r
o u t p a t i e n t a dm i n i s t r a t i o n .
V a r i a t i o n s o n in t r a v e n o u s in f u s i o n o f I L - 2 c o n t i n u e t o b e t e s t e d
,
w i t h s o m e
su c c e s s r a t e . I n j e c t i o n s o f I L - 2 d i r e c t l y in t o e s t a b li s h e d m u r in e t u m o r s r e s u l t e d in a
d e c r e a s e i n t u m o r g r o w th r a t e i n 7 5% o f t h e t e s t a n im a l s , w h i l e s in g l e in j e c t i o n s o r o t he r
a p p Uc a t io n r o u t e s h a d n o e f fe c t (B o r b e r g e t a l . , 19 8 6 ) . I n h u m a n t r i a l s , i n j e c t i o n o f
r e c o m b i n a n t I L - 2 d i r e c t ly i n t o he a d a n d n e c k c a n c e r s w a s c o n d u c t e d a t 2 3 i n s t i t u t i o n s
t hr o u g h o u t Ja p a n (Sa w a k i , 19 9 0 ) . W h i l e t h e i r o v e r a l l e f f i c a c y r a t e w a s 13% , w h i c h i s n
'
t
v e r y h i g h , t h e r a t e f o r s y s t e m i c a d m i n i s t r a t io n w a s m u c h l o w e r , w i t h t h e u s u a l s i d e
e f f e c t s o f f e v e r a n d f a t i gu e . I n v i t r o e x p e r im e n t a t i o n a m o u n t s o f R e c o m b i n a n t I L - 2 a r e
r e c o mm e n d e d t o b e 0 . 1 - 10 n g/ m l (d o c u m e n t a t i o n f r o m A t l a n t a B io l o g i c a l s ) .
R e s e a r c h w o r k a n d im m u n o t h e r a p y h a s p r o g r e s s e d fr o m s t a n d a lo n e l o c a l i z e d
i n j e c t i o n s o f I L - 2 t o i n c lu d e t h e a dm i n i s t r a t i o n o f I L - 2 in c o n j u n c t i o n w it h l a s e r
i r r a d i a t i o n
,
a p r o c e s s k n o w n a s
"
p h o t o d y n a m i c t he r a p y
"
.
B . 2
. b . 2 . P h o t o s e n s i t i v i t y
T h e r a p e u t i c t r e a t m e n t o f c o r n e a l n e o p l a s m s i n m i c e h a s b e e n a c hi e v e d w i t h
in j e c t i o n o f I L 2 a t t h e t u m o r s i t e , f o l l o w e d b y a dm in i s t r a t io n o f a 6 3 0 n m f i b e r o p t i c l a s e r
(E p s t e in e t a l . , 19 9 1) . C o n v e r s e l y , f o l l o w i n g p h o t o dy n a m i c t h e r a p y f o r b l a d d e r c a n c e r
w it h o u t a d m i n i s t r a t i o n o f c y t o k i n e s , a m e a s u r a b l e i n c r e a s e in I L - 2 w a s d e t e c t e d (N s e y o
e t a l . , 1 9 9 0 ) .
U n r e l a t e d t o c y t o k in e t h e r a p y , bu t o f i n t e r e s t i n c o n f o c a l m i c r o s c o p y , is t h e u s e o f
R h o d a m i n e 12 3
,
t h e c a t io n i c d y e w i t h an a f fi n i t y f o r m i t o c h o n dr i a . I t h a s be e n
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d e t e r m i n e d t h a t Rh o d a m i n e 12 3 a n d m e r o c y a n in e 5 4 0 a p p l i e d t o h u m a n t u m o r c e l l l i n e s
i n c o n j u n c t i o n w i t h l a s e r t h e r a p y c a n c a u s e r e d u c t io n o f t u m o r s (S a x t o n e t a l . , 19 9 4 ) .
B . 2 . C . C y t o k i n e s in C hr o n i c I l l n e s s
A s r e s e a r c h e f o r t s c o n t i n u e w it h c y t o k i n e m e c h a n i s m s a n d f u n c t i o n s , t h e r e i s a
g r o w i n g a r e a o f i n t e r e s t i n h o w m a n y
" fl u - l ik e " s y m p t o m s , s u c h a s fa t i g u e , f e v e r ,
v o m i t in g , d i a r r h e a , l o s s o f c o n c e n t r a t i o n , e t c . , c a n b e d ir e c t l y a t t r i b u t e d t o t h e a c t i o n o f
c y t o k i n e s .
I n t e r l e u k in - 1 a dm in i st e r e d t o m i c e w a s d e t e r m i n e d t o c a u s e a b l o c k in sp a t ia l
l e a r n i n g ( G i be r t in i e t a l , 19 9 5 ) an d I L - 1 i s c a p a b l e o f c y t o t o x i c i t y f o r s e l e c t e d p a n c r e a t i c
c e l l s (M a n d r u p - P o u l s e n e t a l . , 19 8 7 ) . I L - 1 a n d T N F - a lp h a h a v e b e e n imp l i c a t e d i n
f a t i g u e (Sh e n g e t a l . , 19 9 6) . T h e
" fl u - l i k e " s y m p t o m s o f c a n c e r p a t i e n t s a ft e r r e c e i v i n g
I L - 2 t r e a t m e n t s i s w e l l d o c u m e n t e d (N a g l e r e t a l , 199 4 ; Sh a r p , 19 9 3 ) . T h i s r e f e r e n c e s
o n l y t w o o u t o f m a n y c i t a t i o n s c l a im i n g fa t ig u e i n c l in i c a l t r i a l s o f I L - 2 .
T h e r e h a v e b e e n im p Uc a t io n s o f a b n o r m a l c y t o k i n e l e v e l s i n s e v e r a l c h r o n i c
i l k i e s s s t a t e s . I L - 1 a lp h a l e v e l s w e r e f o u n d t o b e h i g h e r i n p a t i e n t s w i t h i n f e c t i o u s
m o n o n u c l e o s i s a n d i n t h o s e w i t h C h r o n i c F a t ig u e Sy n d r o m e (C F S) (L i n d e e t a l . , 199 2 ) .
A c c o r d i n g t o (P a t a r c a e t a l . , 19 9 4 ), h e d e t e c t e d d i f e r e n c e s in l e v e l s o f T N F - a l p h a , T N F -
be t a
,
I L - 1
,
I L - 2 a n d I L - 2 r e c e p t o r i n c h r o n i c f a t i g u e p a t i e n t s v e r s u s c o n t r o l s . C h a n g e s in
c y t o k i n e l e v e l s in C F S p a t i e n t s h a v e a l s o b e e n d e t e c t e d by (St r a u s , 1 9 8 9) a n d (L l o y d e t
a l .
,
19 9 1) , a n d s p e c i fi c a l l y I L - 2 d i f e r e n c e s n o t e d b y K r u e g e r e t a l (K r u e g e r a n d
J o ha n n s e n , 1 9 8 8) . I n c r e a s e s in I n t e r l e u k i n - 6 in C hr o n i c F a t i g u e Sy n d r o m e ha v e a l s o
r e c e n t l y b e e n r e p o r t e d (G u p t a e t a l . , 19 9 9 ) .
A d e f e c t in t h e I L - 2 p a th w a y w a s im p l i c a t e d in p a t i e n t s w it h F i b r o m y a l g i a (F M )
in r e s e a r c h c o m p l et e d by H a de r e t a l . m 19 9 1 a n d B i a s i e t a l . in 19 9 4 . F i br o m y a l g i a i s a
r e l a t i v e l y n e w c h r o n i c i l k i e s s t h a t r e s e m b l e s a r t hr i t i s , b u t w i t h o u t j o in t s w e l l i n g o r
i n fl a mm a t i o n . I t s e t i o l o g y r e m a i n s u n k n o w n . S l e e p s t u d i e s b y M o l d o f sk y in 19 9 3 o n
b o t h C F S a n d F M p a t ie n t s i n d ic a t e d th a t t h e in s o m n i a a n d s l e e p d y s f u n c t io n fo u n d i n
bo t h d i s o r d e r s m a y be a t t r i b u t e d t o c y t o k i n e i n t e r f e r e n c e i n t h e imm u n e s y s t e m .
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B . 3 . I n t e r l e u k i n - 2 (I L - 2 )
R e s e a r c h h a s s ho w n t h a t I L - 2 i s t h e m o le c u l e r e s p o n s i b l e fo r t h e s t im u l a t i o n o f
bo t h B - c e l l a n d T - c e l l gr o w t h . T h e d i s c o v e r y t h a t a g r o w th f a c t o r w a s i n v o l v e d in t h e
p r o l i f e r a t io n o f T - c e l l s a n d B - c e l l s w a s r e p o r t e d by R u s c e t t i a n d M o r ga n w h i l e s t u d y i n g
l e u k e m i a (R u s c e t t i e t a l . , 1 9 7 7 ) . T h e d i s c o v e r y w a s m a d e b y a r e s e a r c h e r i n t h e G a l l o l a b
w h o w a s t r y in g t o k e e p c e r t a i n l e u k e m i a c e l l s a l i v e l o n g e n o u g h t o s t u d y . U s i n g a n
u n k n o w n s e r u m f a c t o r
,
t h e y w e r e a b l e t o g r o w c e l l s t h a t c a m e fr o m p a t i e n t s w i t h m y e lo i d
l e u k e m i a , l y m p h o c y t i c l e u k e m i a a n d e v e n h e a l t h y p e o p l e . A c c o r d i n g t o t h e i r r e p o r t s , a
s in g l e s p e c i e s o f c e l l s
"
c a u gh t fi r e , mu l t ip l i e d a n d o v e r r a n t h e c u l t u r e
"
(H a l l , 19 9 7 ) .
T h e y be g a n t o s u s p e c t t h a t t h e c e l l s w e r e T - c e l l s , a n d th i s b e c a m e s i g n i fi c a n t , be c a u s e
imm u n o l o g i s t s a t t h at t im e in d i c a t e d t h a t it w a s u n p o s s i b l e t o g r o w T c e l l s s i n c e T - c e l l s
h a d a fi n i t e l i f e s p a n (H a U, 19 9 7 ) .
B . 3 . a . I n t e r l e u k i n - 2 F u n c t i o n
O t h e r I L - 2 fi m c t i o n s h a v e be e n d i s c o v e r e d a n d f ii r t he r d e fi n e d . I n t e r a c t i o n o f
r e s t i n g T l y m p h o c y t e s w it h f o r e i g n a n t i g e n s , i n t he p r e s e n c e o f I L - 1 l e a d s t o s e c r e t i o n o f
I L - 2 b y T ly m p h o c y t e s (Sm i t h , 1 9 84 ; R o b b e t a l . , 19 84 ; G r e e n e a n d L e o n a r d , 19 8 6 ) . I L -
1 , an o t h e r c y t o k i n e p r o d u c e d b y m a c r o p h a g e s , B c e l l s a n d n a t u r a l k i l l e r c e l l s i s a l s o
c a p a b l e o f s t im u l a t i n g T a n d B c e l l s a n d i s t he c y t o k i n e i n v o l v e d w i t h fe v e r i n t h e
imm u n e r e s p o n s e m e c h a n i s m . Wh e n T l y m p h o c y t e s a r e s t im u l a t e d in t h e p r e s e n c e o f I L -
1
,
t h e y w i l l e x p r e s s m o r e I L - 2 r e c e p t o r s a n d t h a t is d e e m e d s u f f i c i e n t t o a c t i v a t e t h e
i n t r a c e l l u l a r p r o c e s s e s l e a d i n g t o c e l l p r o l i f e r a t i o n ( Sm i t h , 19 84 ; R o b b e t a l , 19 84 ;
G r e e n e a n d L e o n a r d , 19 8 6 ) .
I L - 2 c a n a l s o c o n v e r t s p e c i fi c k il l e r c e l l s t o p o l y s p e c i fi c k i l l e r c e l l s (H a v e l l e e t
a l . , 19 86 ) a n d in d u c e s e c r e t i o n o f o t h e r ly m p h o k i n e s , in c l u d i n g in t e r f e r o n (F a r r a r e t a l ,
1 9 8 2 ; R e e m a n d Y e h , 19 8 4 ; R o b b e t a l . , 19 8 4 ) . T h e m o l e c u l a r m e c ha n i s m a c t i v a t e d by
I L - 2 b i n d i n g t o i t s r e c e p t o r ha s n o t b e e n d e t e r m i n e d a n d it is n o t k n o w n w h e t h e r t h e s a m e
b io c h e m i c a l p a t hw a y s a r e i n v o l v e d i n a l l I L - 2 fu n c t i o n s (M i l l s e t a l . , 1 9 8 8) .
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B . 3 . b . M e c h a n i sm o f I L - 2 A c t i o n
T h e r e c e p t o r f o r I L - 2 ha s be e n m o l e c u l a r ly c ha r a c t e r i z e d a n d th e a m i n o a c i d
s e q u e n c e s d e d u c e d (L e o n a r d e t a l , 1 9 84 ; N i k a i d o e t a l . , 19 8 4 ; M i l l e r e t a l . , 19 8 5 ) . I t h a s
b e e n d e t e r m i n e d th a t t h e I L - 2 r e c e p t o r e x i s t s in tw o f o r m s h a v i n g d i f fe r e n t a f fi n i t i e s t o
t h e Ug a n d . T h e g r o w t h s i g n a l s e e m s t o b e d e l i v e r e d b y I L - 2 b o u n d t o t h e h i g h a f fi n it y
b u t n o t l o w a fi n it y r e c e p t o r (R o b b e t a l . , 19 84 ) . T h e s e h i g h a f fi n it y r e c e p t o r s a r e n o t
c o n s t it u t i v e l y e x p r e s s e d o n r e s t in g T c e l l s , a n d a r e i n d u c e d b y a n t i g e n o r m i t o g e n
a c t i v a t i o n (W a n o e t a l . , 19 8 8 ) .
T h e r e c e p t o r m o l e c u l e s a r e r e l a t i v e l y s m a l l , 5 5 k D a a n d 7 5 t o 7 8 kD a . T h e y
p o s s e s s a Um i t e d c y t o s o l i c t a i l w it h n o a p p a r e n t t y r o s in e k i n a s e a c t i v i t y (Wa l dm a n n ,
19 86 ; G r e e n e an d R o b b , 19 8 5 ) . T h e l a c k o f t y r o s in e k i n a s e a c t i v i t y i s s i g n i f i c a n t s i n c e
m o s t o t h e r c e U g r o w t h f a c t o r s o p e r a t e , a t l e a s t i n p a r t , b y s e n d i n g t h e ir s i g n a l s t o t h e c e l l
in t e r i o r b y p h o s p h o r y l a t i n g p r o t e in s o n t y r o s m e r e s i du e s . H o w e v e r , w o r k b y B e n e d i c t e t
a l . h a s d e m o n s t r a t e d t h a t t he IL 2 r e c e p t o r c o m p l e x c o n t a i n s a n IL 2 r e sp o n s i v e p r o t e i n
k i n a s e a c t i v it y a n d m a y s i g n a l t h e c e l l t h r o u g h a p h o s p h o r y la t io n e v e n t (B e n e d ic t e t a l . ,
19 87 ) .
I t ha s a l s o b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t I L - 2 c a n st im u l a t e r a p id e l e v a t io n s i n
p h o sp h a t id y l i n o s i t o l m e t a bo Us m (F a r r a r e t a l . , 19 8 6 ), i n c r e a s e C a 2
" * "
c o n c e n t r a t i o n s
(R o s s i o , 19 86 ) a n d a c t i v a t e p r o t e in k in a s e C t r a n s l o c a t i o n t o m e mb r a n e s (F a r r a r a n d
A n d e r s o n
,
1 9 8 5) . I t h a s be e n d e t e r m i n e d t ha t I L - 2 is n o r m a l l y in a c t i v a t e d a t p H o f 4 , b u t
be c o m e s r e s i s t a n t t o t h a t i n a c t iv a t io n a ft e r it b in d s t o t h e m e mb r a n e r e c e p t o r s a n d i t is
p r e s u m e d t h i s i s a n i n d i c a t i o n t h a t t h e c e l l h a s e n v e l o p e d th e r e c e p t o r - I i g a n d c o m p l e x .
T h e b u l k o f t h e w o r k o n I L - 2 s i g n a l i n g m e c h a n i s m s a n d r e c e p t o r s h a s b e e n
p e r f o r m e d p r i m a r i l y o n T - l y m p h o c y t e s , h o w e v e r , t h e r e i s s o m e w o r k th a t i n d i c a t e s o t h e r
c e l l t y p e s ha v e fu n c t i o n a l IL - 2 r e c e p t o r s . R e c o n s t it u t io n o f t h e I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x e s
h a s be e n a c c o m p l i s h e d o n m u r in e fi b r o b la s t L 92 9 c e l l s (A s a o e t a l , 19 9 3 ) . H u m a n
f i b r o b l a s t s i n c u l t u r e h a v e a l s o b e e n s h o w n t o p o s s e s s I L - 2 r e c e p t o r s (G r u s s e t a l , 19 9 6 ) .
St u d i e s o n in t e st i n a l c o n n e c t i v e t is s u e h a v e p r o v i d e d e v i d e n c e t h a t I L - 2 c a n r e g u l a t e
f i b r o b l a s t d i f fe r e n t i a t i o n (F r i t s c h et a l , 19 9 7 ) .
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B . 3 . C . C e l l u l a r E f f e c t s o f I L - 2
So m e r e s e a r c h h a s s h o w n in c r e a s e d t r it i a t e d t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n i n I L - 2
t r e a t e d f i b r o b l a s t s i n c u l t u r e (A b d u l l a h e t a l , 19 9 1 ) . O t h e r r e s e a r c h h a s in d i c a t e d t h a t I L -
2 m a y h a v e a n i n h i b i t o r y e f f e c t o n fi b r o b l a s t gr o w th . H u m a n b o n e m a r r o w fi br o b l a s t s
s h o w e d d e c r e a s e d g r o w t h a f te r a d d i t i o n o f r - I L - 2 (M a c D o n a l d e t a l , 1 9 9 0 ) a n d 3 T 3
fi br o b l a s t p r o l i f e r a t i o n w a s a l s o i n h i b it e d b y a d d i t i o n o f I L - 2 (R u b in c h i k a n d L e v i -
Sc h a f f e r
,
19 9 6 ) .
T h e r e i s r e l a t i v e l y l it t l e w o r k t h a t h a s b e e n d o n e in t he fi e l d o f m it o c h o n d r ia l
b i o e n e r g e t i c s t o d e t e r m i n e w h e th e r c y t o k i n e s , e s p e c i a l l y I L - 2 , c a n b e d ir e c t l y r e sp o n s i b l e
fo r c h a n g e s i n m i t o c ho n d r i a l f u n c t i o n . Wo r k h a s be e n d o n e u s in g c o n f o c a l m i c r o s c o p y
m e t h o d s b y C h a z o t t e e t a l . i n 19 9 6 , i n w h i c h b o t h I n t e r f e r o n - a l p ha a n d I L - 2 w e r e f o i m d
t o b e c a p a b l e o f a l t e r i n g m it o c h o n d r i a l m e mb r a n e p o t e n t i a l (C h a z o t t e e t a l . , 19 9 6 ) . T o
d a t e
,
n o o t he r r e p o r t s i n t h e l it e r a t u r e in d i c a t e t h a t o t h e r c o n f o c a l a n d c y t o k in e
b i o e n e r g e t i c s w o r k ha s b e e n d o n e bu t s e v e r a l r e l a t e d fi n d i n g s a r e l i s t e d b e l o w .
S o m e w o r k i n v o l v in g t h e t o x ic it y o f I L - 2 i n c h e m o th e r a p y h a s c e n t e r e d o n t he
d is c o v e r y t h a t i n I L - 2 t r e a t e d l i v e r s , U gh t a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y s h o w th e c o n s t r i c t i o n
o f l i v e r s i n u s o i d s a s s o c i a t e d w i t h s w o ll e n o r r u p t u r e d m i t o c ho n d r i a (N a k a g a w a e t a l . ,
19 9 6 ) . A n m d i r e c t m i t o c h o n d r i a l e f fe c t h a s b e e n s h o w n b y (D r a c h e t a l . , 1 9 9 6 ) , in
e x p e r im e n t s e x a m i n i n g t h e r o l e o f P - g l y c o p r o t e i n (P - gp ), a t r a n sm e mb r a n e p r o t e m ,
w h i c h u s e s A T P h y d r o ly s i s t o p u mp c y t o t o x i c d r u g s o u t o f c e l l s . T h e i r g r o u p
h y p o t h e s iz e d th a t P - g p c o u l d b e a t r a n s p o r t e r o f c y t o k in e s a n d s h o w e d t ha t a d d it i o n o f
I L - 2 t o c e l l s p r e lo a d e d w i t h R h o d a m i n e 12 3 , i n h i b i t s P
- g p m e d i a t e d d y e e f f l u x . T h e y
m a i n t a i n t ha t t h i s e v i d e n c e p o in t s t o a n i n h i b i t o r y m o d u l a t i o n o f P- gp fu n c t i o n b y I L - 2
an d th e c h a n g e i n d y e e fl u x r e fl e c t s a c h a n g e e f fe c t i n g m i t o c h o n dr i a .
Se v e r a l r e p o r t s o f c y t o k in e s o t h e r t h a n I L - 2 im p l i c a t e t h e m in m i t o c h o n d r i a l
d y s f u n c t i o n . T h e a b i l i t y o f I n t e r f e r o n - g a m m a a n d T N F t o in h i b i t m i t o c h o n dr i a l
r e sp ir a t io n m v a s c u l a r s mo o t h m u s c l e c e l l s w a s r e p o r t e d by (G e n g e t a l . , 19 92 ) a n d T N F
a l o n e w a s a l s o im p l i c a t e d i n o x i d a t i v e s t r e s s (A d am s o n a n d B i l l i n g s , 19 9 2 ) . A n
im p a ir m e n t o f o x i d a t i v e m e t a bo U sm o f g l u c o s e a t t h e m i t o c h o n d r i a l l e v e l i n p a n c r e a t i c
c e l l s b y I L - 1 a n d T N F h a s be e n r e p o r t e d (E iz i r i k , 19 8 8) .
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C . C o n f o c a l M i c r o s c o p y
C . l . C o n c e p t s
C o n f o c a l m ic r o s c o p y i s a r a p i d l y d e v e l o p in g t e c h n i q u e t h a t p e r m i t s n e a r r e a l - t im e
s t u d y o f t h e t e m p o r a l a n d s p a t i a l a s p e c t s o f c e l l u la r p h y s io l o g y . T he c o n f o c a l
m i c r o s c o p y im a g i n g m e th o d c a n b e c o n s i d e r e d a 3 D s a m p l in g i n s t r u m e n t f o r c o l l e c t i o n
o f d a t a fr o m s p a t i a l s t r u c t u r e s , e s p e c ia l l y b io l o g i c a l o n e s (B r a k e n h o f f e t a l . , 19 9 0 ) . F o r
o r d i n a r y l i g ht m i c r o s c o p y , a c e l l o r p i e c e o f t i s s u e m u s t b e s l i c e d i n t o t h i n s e c t io n s f o r
v i e w i n g . T h e t h i n n e r t h e s l ic e t h e c l e a r e r t h e im a g e . A n a t t e mp t t o d i sp l a y a l i v i n g c e l l
w i l l r e s u l t in a n i n a b i l it y t o fo c u s w i t h a c o n v e n t io n a l l i g h t m i c r o s c o p e . T h i s b l u r r i n g
o c c u r s fr o m th e o u t - o f - f o c u s i n f o r m a t io n fr o m t h e p a r t s o f t h e sp e c u n e n t h a t l ie a b o v e
a n d b e l o w th e p l a n e o f f o c u s .
T h e c o n f o c a l s c a i m i n g m i c r o s c o p e m a k e s i t p o s s i b l e t o fo c u s o n a p la n e in a t h i c k
s p e c im e n , w h i l e r e j e c t i n g t h e l i g ht t h a t c o m e s fr o m o u t - o f - f o c u s r e g i o n s a bo v e a n d b e l o w
t h a t p l a n e (A l b e r t s e t a l , 19 9 4 , p p . 14 6- 14 7) . I f a s e r i e s o f t h e s e o p t i c a l s e c t io n s a r e
t a k e n a t d i f f e r e n t d e p th s a n d s t o r e d i n a c o m p u t e r , a t h r e e - d im e n s i o n a l im a g e c a n b e
r e c o n s t r u c t e d . T he o t h e r o b v i o u s a d v a n t a g e t o t h i s m e t h o d i s t h a t l i v m g c e l l s c a n b e
v i e w e d in t a c t
,
u n l ik e c o n v e n t i o n a l t i s s u e s e c t io n s t h a t m u s t b e s t a i n e d a n d f i x e d t o a
v i e w i n g s l id e . Wh i l e t h i s p a p e r i s n o t i n t e n d e d t o a d d r e s s r e s e a r c h i n m i c r o s c o p y , a v e r y
c o n c i s e d e s c r i p t i o n o f t h e b a s i c p r in c i p le s fo l l o w s .
A l a s e r b e a m i s fo c u s e d i n t o a p i n h o l e a n d t h e fi l t e r e d l i g h t i s d e fl e c t e d b y a
d i c h r o i c m i r r o r a n d fo c u s e d i n t o t h e fl u o r e s c e n t l y l a b e l e d s p e c im e n . L a s e r - s c a i m i n g
m i c r o s c o p y s u bj e c t s e a c h fl u o r e s c e n t m o le c u l e t o b r ie f b u t e x t r e m e ly in t e n s e bu r s t s o f
e x c i t a t i o n a s t he f o c u s e d la s e r be a m s w e e p s p a s t (T s i e n a n d Wa g g o n e r , 1 9 9 0 ) . A p a r t o f
t h a t fl u o r e s c e n t li g ht , w h i c h i s e m i t t e d in a l l d ir e c t i o n s , i s c o l l e c t e d b y t h e l e n s a n d
fo c u s e d i n t o a p in h o l e in fr o n t o f t h e d e t e c t o r . L ig h t e m i t t e d fr o m l o c a t i o n s i n fr o n t o r
be h i n d t h e f o c a l p o i n t i n t he o bj e c t w i l l be f o c u s e d i n t o po in t s e i t h e r i n fr o n t o r be h i n d
t h e d e t e c t o r p i n h o le (S t e l z e r , 19 9 0 ) . Se e F i g u r e 3- 5 . B a s ic a l l y , t h e l e n s fo r m s a n im a g e
o f b o t h th e s o u r c e a n d t h e d e t e c t o r p i n h o l e i n t h e o bj e c t a n d t h e o v e r l a p i s c o n s i d e r e d
"
c o n f o c a l
"
. T o bu i l d u p a t w o - d im e n s i o n a l im a g e , d a t a fr o m e a c h p o in t i n t h e p l a n e o f
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f o c u s a r e c o l l e c t e d s e qu e n t ia l l y b y s c a n n i n g a c r o s s t h e fi e l d i n a r a s t e r p a t t e r n a n d
d i s p l a y e d o n a v i d e o s c r e e n (A l b e r t s e t a l , 1 9 9 4 , p 14 8) T h i s v i d e o im a g e i s t h e n s a v e d
i n d i g i t i z e d fo r m a t o n a c o m pu t e r
B e c a u s e t h e c o n f o c a l p r o c e s s i s c a p a b l e o f t r a n s m i t t i n g fl u o r e s c e n c e fr o m d y e
a d d e d t o a s p e c im e n , it f o l l o w e d t h a t t h e u s e o f o r g a n e l l e s p e c i fi c d y e w o u l d b e u s e fu l i n
d i s p l a y i n g o n l y p a r t s o f t h e c e l l u n d e r c o n s i d e r a t i o n .
F i g u r e 3 - 5 B a s i c C o n f o c a l O p t i c s
F r o m : S t e l z e r , 19 9 0
c o v e r g l a s s
s p a c e r
m i c r o s c o pe
o b j e c t i v e
s o u r c e
p i n h o l e
d i c h r o i c
m i r r o r
a s e r
s e a l
^ d e t e c t o r
p i n h o l e
p h o t o m u l t i p l i e r
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C . 2 . F l u o r e s c e n t Pr o b e s
T h e a b i l it y t o v i e w a l i v i n g c e l l w it h c o n f o c a l m i c r o s c o p y b e c o m e s e v e n m o r e
e n h a n c e d w i t h t h e a d d i t i o n o f fl u o r e s c e n t d y e s t h a t a r e o r g a n e l l e s p e c i fi c . M e t h o d s w e r e
i n i t i a l l y d e v e l o p e d t o m e a s u r e a c t i v it y c ha n g e s i n t h e m e mb r a n e p o t e n t i a l s in n e u r o n a l
s y s t e m s (C o h e n e t a l . , 19 7 4 ; R o s s e t a l . , 19 7 7 ) . T h e d e v e l o p m e n t o f fl u o r e s c e n t d y e s t ha t
w o u l d a c c u m u l a t e i n s p e c i fi c c e l l u l a r o r g a n e l l e s f o l lo w e d (G u p t a e t a l . , 19 8 1; L o n d o n e t
a l
. ,
19 8 6 a n d Wu e t a l . , 19 8 9) . I t be c o m e s p o s s i b l e t h e n t o m e a s u r e t h e a m o u n t o f d y e
t h a t a c c u m u l a t e s i n t he o r g a n e l l e u n d e r s t u d y , i n o u r c a s e , t he m it o c h o n d r i a , a n d u s e t h a t
d y e f a c t o r a s a n i n d i c a t o r o f t h e a m o u n t o f a c t i v it y o c c u r r i n g in t h a t o r g a n e l l e .
T h e c a t i o n i c d y e s , R h o d a m i n e 12 3 a n d r h o d a m i n e - d e x t r a n , a r e c o n v e n i e n t la b e l s
o f m i t o c h o n dr i a . S im p l e i n c u b a t io n o f c e l l s w i t h 0 . 1- 1 u M r h o d a m i n e 12 3 fo r 15 - 3 0
m i n u t e s p r o v i d e s e x c e l le n t m it o c h o n dr i a l l o a d in g (L e m a s t e r s e t a l , 1 9 9 3) . I t i s t h e
a t t r a c t i o n o f t h e d ye t o a r e a s o f n e g a t i v e c o n c e n t r a t i o n t h a t c a u s e s t hi s o r g an e l l e l o a d i n g .
H o w e v e r , t h e u s e o f R h o d a m i n e 1 2 3 ha s b e e n s h o w n t o e x h i b it n o n s p e c i fi c b i n d i n g
w h i c h i s u n r e l a t e d t o e l e c t r i c a l p o t e n t ia l (E m a u s e t a l , 19 86 ) . T h e d e v e lo p m e n t o f
m e t h y l a n d e t hy l e s t e r s o f R h o d a m i n e 12 3 h a v e be e n u s e d t o o v e r c o m e s o m e o f t h e s e
p r o b l e m a r e a s (E h r e n b e r g e t a l . , 19 8 8 ; F a r k a s e t a l , 1 9 8 9 ) .
D y e s w e r e d e v e l o p e d t h a t w o u l d p e r m i t qu a n t it a t i v e im a g i n g o f m e m b r a n e
p o t e n t i a l i n in d i v i d u a l c e l l s . T h i s r e q u i r e d a d y e w h o s e fl u o r e s c e n c e i n t e n s it y b o t h in s i d e
a n d o u t s i d e t h e c e l l w a s p r o p o r t i o n a l t o it s c o n c e n t r a t i o n (E h r e n b e r g e t a l , 19 87 , 19 8 8 ;
F a r k a s e t a l .
,
1 9 8 9 ; G r o s s a n d L o e w , 19 8 9 ; L o e w , 19 9 0 ) a n d w o u l d d i s t r i bu t e a c r o s s a
m e mb r a n e a c c o r d in g t o t h e N e m s t E q u a t i o n .
T h e N e m s t e q u a t i o n d e r i v e s a v a lu e f o r t he e q u i l i br i u m p o t e n t i a l o f a n i o n fl o w
t hr o u gh a m e m b r a n e c h a n n e l p r o t e i n i n v o lt s (in t e r n a l p o t e n t i a l m i n u s e x t e r n a l p o t e n t i a l ) .
T h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l i s t h e v o l t a g e g r a d i e n t (m e m br a n e p o t e n t i a l ) , a t w h i c h a n
e q u i l i b r i u m o f io n fl o w th r o u g h a m e m b r a n e c h a n n e l p r o t e in i s r e a c h e d . T h e fl o w o f t h e
i o n i s d r i v e n b y th e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t , w hi c h i s e s t a b l i s h e d fr o m t w o s o u r c e s , t h e
v o lt a g e g r a d i e n t (m e mb r a n e p o t e n t i a l ) a n d t h e c o n c e n t r a t io n g r a d i e n t o f t he i o n a c r o s s
t h e m e m br a n e (A l b e r t s e t a l , 19 9 4 , p . 5 2 6 ) . Wh e n t h e s e t w o a c t i o n s b a l a n c e e a c h o t h e r ,
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t h e e le c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t f o r t h e i o n i s z e r o a n d th e p o t e n t i a l a t w h i c h t h a t o c c u r s i s
t he
"
e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l
"
L o e w a n d c o w o r k e r s (L o e w e t a l , 1 9 8 8 ) d e s i g n e d t e t r a m e t h y l r h o d a m i n e m e t h y l
a n d e t h y l e s t e r s (T M R M a n d T M R E ), a s e t o f d y e s w h i c h c a m e c l o s e t o m e e t i n g t h e
r e qu i r e m e n t s f o r a
"
N e m s t i a n
" d i s t r i b u t i o n dy e . T h e s e dy e s m i n im i z e d a n y e x t r a n e o u s
f a c t o r s a f f e c t i n g t h e i n t e n s it y t o t h e c o n c e n t r a t i o n r e l a t i o n s h i p , su c h a s d y e a g g r e g a t i o n
a n d i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r i n t r a c e l l u l a r c o m p o n e n t s T M R M a n d T M R E a r e m o r e
h y d r o p h o b i c t h a n R h o d a m i n e 1 2 3 a n d d o n o t c o n t a i n a n y h y d r o g e n b o n d do n a t i n g g r o u p s
( Se e F i g u r e 3 - 6 ) . I t i s b e l i e v e d t h e s e c h a r a c t e r i st i c s p e r m i t a r e v e r s i b l e N e r n s t i a n
e q u i l i b r i u m t o be e s t a b l i s h e d (L o e w , 19 9 3 ) A d d i t i o n a l l y , t h e i r h i g h b r i g ht n e s s a l l o w s
t h e m t o b e u s e d a t m i n im a l c o n c e n t r a t i o n s a n d a r e s o m e w h a t r e s i st a n t t o p ho t o b l e a c h i n g
an d p h o t o dy n a m i c e f fe c t s (F a r k a s e t a l , 1 9 8 9 )
F i g u r e 3 - 6
St r u c t u r e o f T e t r a m e t h y l r h o d a m i n e m e t h y l e s t e r ( T M R M )
F r o m ; M o l e c u l a r P r o b e s , I n c . , 1 9 9 6
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C . 3 . L im it a t i o n s in M e t h o d o l o g y
V a r i o u s p o t e n t i a l p r o b l e m s i n t h e u s e o f c o n f o c a l m i c r o s c o p y m u s t b e c o n s id e r e d .
A c c o r d m g t o T s i e n a n d W a g g o n e r , 19 90 ^ t h e h i g h i n t e n s i t y o f l a s e r e x c i t a t i o n c a n e a s i l y
l e a d t o p h o t o b l e a c h i n g a n d p h o t o t o x ic e f f e c t s i n v o lv i n g s i n g le t o x y g e n . I t i s t h e r e f o r e
r e c o m m e n d e d t h a t e x p e r im e n t s be d e s i g n e d t o m i n im iz e t h i s l i g h t e x p o s u r e a n d c o n t r o l s
be u s e d t o c h e c k f o r p o s s i b l e p h o t o d a m a g e (L o e w , 19 9 4 ) . O ft e n a p h o t o b l e a c h i n g e f f e c t
a p p e a r s a s m i t o c h o n d r i a l sw e l l in g a n d s u b s e q u e n t r e l e a s e o f d y e t o t h e c y t o s o l (L o e w ,
19 9 3 ) . T h i s r e s u lt s i n d i f f i c u l t y i n f o l l o w in g c h a n g e o v e r t u n e u s in g a s e r i e s o f t im e -
l a p s e im a g e s .
A n a t t e m p t t o q u a n t i fy c h a n g e s in m emb r a n e p o t e n t i a l m u s t b e c a r e fi i l l y
m a n i p u l a t e d s i n c e t h e s m a l l e s t d e p t h o f fo c u s a c h i e v e d w i t h c o n fo c a l m i c r o s c o p y i s s t i l l
w i d e r t h a n t h e d i a m e t e r o f m o s t m i t o c h o n d r i a . A m it o c ho n d r i o n t h a t i s f o c u s e d o f f -
c e n t e r m a y b e v i s i b l e b u t m a y d i s p l a y a r t i fi c i a l l y l o w i n t e n s i t i e s (L o e w , 19 9 4 ) . T h e u s e
o f Uv in g c e l l s i n t h e p r o c e d u r e m e a n s t h a t t h e m o t i l it y o f m it o c h o n d r i a m a y b e c o m e a
f a c t o r a n d a s c a n r a t e t h a t is t o o s l o w m a y c a u s e b l u r r i n g a n d a n e r r o r i n t h e in t e n s i t y
m e a s u r e m e n t (L o e w , 1 9 94 ) .
S e v e r a l s u g g e s t i o n s ha v e be e n a d v a n c e d t o d e a l w it h m i t o c h o n dr ia l v a r i a b i l it y ,
m o t i l i t y a n d s o m e i n h e r e n t d e v i a t i o n s in t h e m i c r o s c o p y p r o c e s s . L o e w ( 19 9 3 )
r e c o m m e n d s t h a t it m a y b e
"
n e c e s s a r y t o s e t t le f o r a n a v e r a g e e s t u n a t e o f t h e p o t e n t i a l
f o r t h e p o p u l a t i o n o f m i t o c ho n d r ia w i t h i n a c e l l . I t i s a l s o r e c o m m e n d e d th a t c o n s i s t e n t
a t t e m pt s t o c e n t e r t h e c e l l s in t h e im a g e s a c qu i r e d c a n r e d u c e t h e p r o b l e m o f r e c o r d i n g
a r t i fi c i a l l y l o w i n t e n s i t i e s fr o m o u t o f f o c u s c o n d i t i o n s .
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D . C e l l C u l t u r e
D . 1 . C o n c e p t s
T h e a b i l it y t o g r o w h u m a n c e l l s i n c u l t u r e p r o v i d e s a c o n t a i n e d s y s t e m th a t c a n
s im p l i fy e x p e r im e n t a l d e s i g n a n d a l l o w t e s t i n g t h a t m a y be u n a v a i l a b l e t hr o u g h o t h e r
m e a n s . I n a d d i t i o n
,
m a n y l a b s h a v e b e e n a b le t o t e s t h yp o th e s e s m o r e a c c u r a t e ly w i t h t h e
u s e o f a s p e c i a l i z e d c e l l t yp e . T h e c o n d i t i o n s a n d c u lt u r e m e d i a r e q u ir e d f o r s u c c e s s fu l
p r o p a g a t i o n o f c e l l s i s o ft e n d e t e r m in e d b y t h e c e l l t y p e u s e d . T h e c e l l c l a s s i f i c a t io n
c a t e go r i e s u s e d t o d e s c r i b e c e l l l i n e s a v a i l a b l e fo r c u l t u r e f a l l i n t o t h e fo l l o w i n g
c a t e g o r i e s (H a m a n d M c K e e h a n , 19 7 9) .
K a r y o t yp e : T h e c h r o m o s o m e s c a n be n o r m a l f o r t h e s p e c i e s b o t h i n n u m b e r a n d
m o r p h o l o g y a n d i s c o n s i d e r e d d i p l o i d . T h e u s e o f a n e u p l o id o r h e t e r o p l o id c e l l s
i n t e s t c o n d i t i o n s i s n o t u n c o m m o n .
M u l t i p l i c a t i o n P o t e n t i a l : So m e c e l l l i n e s d o n o t c o n t i n u e t o m u lt i p ly a ft e r a l im it e d
n u m b e r o f d i v i s i o n s i n c u lt u r e
,
w h i l e o t h e r s h a v e a Uf e s p a n c a p a b l e o f l o n g - t e r m
m u l t i p l i c a t i o n .
A n c h o r a g e D e p e n d e n c e : S o m e c e l l s r e q u ir e a s u r f a c e a t t a c hm e n t i n o r d e r t o
m u l t i p ly , w h i l e o t h e r s c a n g r o w i n s u s p e n s io n .
D e n s it y - d e p e n d e n t I n h i b i t i o n o f M u lt i p l i c a t io n : S o m e c e l l l i n e s w i l l a r r e s t c e l l
g r o w th in t h e G l o r G O p h a s e w h e n t h e c u l t u r e be c o m e s c r o w de d , w h i l e o t he r s
w i l l c o n t in u e t o g r o w a n d p i l e u p o n o n e a n o t h e r .
M a l i g n a n c y : T h e s e t yp e s o f c e l l s a r e c a p a b l e o f f o r m i n g a n i n v a s i v e m a l i g n a n t t u m o r
w h e n i n j e c t e d i n t o a p p r o p r i a t e t e s t a n im a l s .
D i f f e r e n t ia t io n : T h e c e l l m a y n o t e x h i b i t s o m e c h a r a c t e r i s t i c s o u t s i d e i t s t is s u e -
s p e c i f i c e n v u
-
o n m e n t . T he c u l t u r e m e c h a n i s m m a y c h a n g e i t s a c t i o n .
T he f u l l y
"
n o r m a l " c e l l i s u s u a l l y t h o u g h t o f a s b e in g d i p l o i d , fi n i t e i n l i f e s p a n ,
a n c h o r a g e d e p e n d e n t , d e n s it y i n h i b it e d a n d n o t m a l i g n a n t . T h e
"
n o r m a l" c e l l s h o u l d b e
u s e d t o d e s c r i b e c e l l s t h a t do n o t d i f f e r i n a n y m a j o r w a y f r o m t h e c e l l s a s t h e y w o u l d
o c c u r i n t h e i n t a c t a n im a l .
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O n c e t h e c e l l l i n e a n d t y p e fo r t h e e x p e r im e n t a l m e th o d h a s be e n d e t e r m i n e d , t h e
a b i l it y t o s u c c e s s fu l l y g r o w a n d m a in t a in t h e s e c e l l s in c u lt u r e i s o ft e n d e t e r m i n e d b y
s e v e r a l f e a t u r e s :
St e r il e t e c h n i q u e : A l l h a n d l i n g o f c u l t u r e m e t h o d s r e q u ir e s t h e u s e o f t e c h n i qu e s t h a t
r e d u c e t h e a m o v m t o f b a c t e r ia l o r v ir a l c o n t a m i n a t i o n o f t h e t i s s u e b e i n g c u l t u r e d .
T r a n s f e r o f m e d i a a n d c e l l s s h o u ld be d o n e w i t h in a st e r i l e h o o d t h a t i s s u bj e c t e d
t o u lt r a - v i o l e t l i g ht e v e r y 2 4 h o u r s . A l l p i p e t t e s , bo t t l e s a n d c o n t a i n e r s s ho u ld b e
f l a m e d a n d a rm s a n d h a n d s s h o u l d b e w i p e d p e r i o d ic a l ly w it h 9 5% e t h a n o l
(D o u g la s a n d D e l l
' O r e o
,
19 7 9 ) .
M e d i a : P r o p e r m e d i a m u s t s u p p l y a l l t h e e s s e n t ia l n u t r i e n t s a n d s h o u l d in c l u d e t h e
r a w m a t e r i a l s f o r t h e s y n th e s is o f n e w c e l l s , s u b s t r a t e s fo r e n e r gy m et a b o l i s m ,
v it a m i n s
,
t r a c e m i n e r a l s a n d in o r g an i c io n s . Se r u m i s fr e q u e n t l y a d d e d t o m e d i a
t o s t i m u l a t e m u l t i p l i c a t i o n a n d p r o v i d e s , in m a n y c a s e s , g r o w t h fa c t o r s t h a t a r e
n o t a v a i l a b l e c o m m e r c i a l l y (H a m a n d M c K e e h a n , 19 79 ) .
E n v i r o n m e n t a l C o n d i t i o n s : T e m p e r a t u r e , p H a n d O 2 / CO 2 c o n d i t i o n s m u s t a l s o b e s e t
p r o p e r l y t o p r o v i d e t h e c e l l s w it h a n e n v i r o n m e n t t h a t m im i c s t h e i r o w n n a t u r a l
s u r r o u n d in g s (H a m a n d M c K e e h a n , 19 7 9 ) .
Su b c u lt u r e : T h e c e l l t y p e w i l l d e t e r m i n e h o w o ft e n a g r o w in g c e l l l i n e w i l l n e e d t o b e
s p l i t a n d s t a r t e d in a n o t h e r c u l t u r e d i s h . T h e t e r m s u b c u l t u r e i s s y n o n y m o u s w it h
th e t e r m s p a s s a g e a n d s p l i t , a n d r e fe r s t o t h e a c t o f d e t a c h in g c e l l s fr o m t h e i r
g r o w th s u r f a c e a n d t r a n s fe r r i n g t o a n e w c u l t u r e v e s s e l (M c A t e e r a n d D o u g l a s ,
19 7 9 ) . C e l l s t h a t g r o w i n m o n o l a y e r s u r f a c e s o r ar e a d h e r e n c e - d e p e n d e n t c e l l
l i n e s a r e g e n e r a l l y s u b c u lt u r e d e i t h e r a t o r n e a r c o n fl u e n c y . T h e t e r m
"
c o n f l u e n t
"
d e s c r i b e s a c u l t u r e d c e l l p o p u la t i o n w h i c h i s o c c u p y i n g a l l a v a i l a b l e g r o w th
s u r f a c e (M c A t e e r a n d D o u g l a s , 19 7 9 ) . C o n t a c t - i n h i b i t e d c e l l l in e s s h o u l d a l s o b e
s u b c u l t u r e d b e f o r e t h e y r e a c h c o n fl u e n c y t o a v o i d g r a d u a l s e l e c t io n o f c o n t a c t
-
i n s e n s it i v e v a r i a n t s (M c A t e e r a n d D o u g la s , 19 7 9 ) . F r e q u e n t m e d i a c h a n g e s o r
s u b c u l t u r e w i l l a l s o r e d u c e t h e p o s s i b i l i t y o f c o n t a m i n a t i o n .
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D . 2 . M e d i a/ C o n d it i o n s
C e l l c u l t u r e m e d i a m u s t m e e t s p e c i fi c c e l l t y p e r e q u i r e m e n t s i n o r d e r t o g r o w a n d
m a in t a i n c e l l s p r o p e r l y . O r i g in a l l y , E a g l e
'
s b a s a l m e d i u m (B ME ) w a s u s e d f o r s im p l e
m o n o la y e r c e l l s a n d a l s o d e v e l o p e d a s a
"
b a r e bo n e s
"
m i n im u m e s s e n t i a l m e d iu m
(M E M ), f o r m o u s e L a n d H e L a c e l l s (H a m a n d M c K e e h a n , 19 7 9) . T h e b e s t k n o w n
m o d i fi c a t i o n o f t h e o r i g i n a l E a g l e
'
s b a s a l m e d i a w a s D u l b e c c o ' s m o d i fi e d E a g l e
'
s (D ME
o r D M EM ) , w h i c h w a s d e v e l o p e d fr o m th e o r i g i n a l B ME m i x t u r e , a n d c o n t a i n s f o u r
t im e s t h e a m i n o a c i d s a n d v it a m i n s a s t he o r i g i n a l m i x (H a m a n d M c K e e h a n , 19 79 ) .
C o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e m e d i a i s g e n e r a l l y f o r m u l a t e d t o in c l u d e s i x - c a r b o n
s u g a r s a s a s o u r c e o f e n e r g y , t h i r t e e n e s s e n t i a l a m i n o a c i d s , a n d s e v e r a l
"
n o n - e s s e n t i a l "
a m i n o a c i d s . T h e s u g a r s o u r c e i s m o s t o ft e n a s i x - c a r b o n s u g a r , e i t h e r g l u c o s e o r
g a l a c t o s e a n d t h e e s s e n t i a l a m i n o a c i d s a r e a r g in i n e , c y s t (e )i n e , g lu t a m i n e , h i s t i d i n e ,
i s o le u c i n e , l e u c i n e , l y s in e , m et h i o n in e , p h e n y l a l a n i n e , t h r e o n i n e , t r y p t o p ha n , t y r o s i n e ,
a n d v a l i n e . A c c o r d in g t o (H a m a n d M c K e e h a n , 19 7 9 ),
"
n o n e s s e n t i a l " a m i n o a c i d s a r e
p r o v id e d f o r s p e c i fi c c e l l l i n e s . E x a m p l e s c i t e d a r e a s p ar a g in e f o r s o m e m a l i g n a n t
l e u k e m i a c e l l l i n e s
, p r o l i n e fo r t h e w i d e l y u s e d m u t a n t Ch in e s e h a m s t e r o v a r y l i n e
(CH O ), a n d g l y c i n e fo r s o m e c e l l s w it h d e fi c i e n t f o li c a c i d u p t a k e . L - g l u t a m i n e i s a n
e s s e n t i a l a m i n o a c i d t h a t a p p e a r s t o b e r e q u i r e d b y v i r t x i a l ly a l l m a m m a l i a n a n d
i n v e r t e b r a t e c e l l l i n e s . C o m m e r c i a l m e d i a w i l l a g e a n d t he e x p ir a t i o n d a t e s h o u l d b e
w a t c h e d c a r e f u l l y t o a v o i d p r o b l e m s . I t i s n o t u n c o m m o n t o a dd a sm a l l d o s e o f L -
g l u t a m i n e t o t h e m e d i a n e a r t h e e x p i r a t i o n t im e t o p r o l o n g m e d i a l i f e b e f o r e i t i s
d i s c a r d e d (p e r s o n a l c o m m u n i c a t io n U N C T i s s u e C u l t u r e F a c i l it y ) .
W h i l e t h e g e n e r a l i n gr e d i e n t s a v a i l a b l e i n m e d i a , a s d e s c r ib e d a b o v e , w i l l a l l o w
c e l l u l a r g r o w t h t o o c c u r , it i s q u i t e c o m m o n t o s u pp l e m e n t t h e m e d i a w it h f e t a l b o v i n e
s e r u m . Wh i l e t h e a c t u a l s e r u m in gr e d i e n t s a r e d i f fi c u l t t o d i s t in g u i s h , it i s r e c o g n iz e d
th a t t he h o r m o n e s a n d o t h e r g r o w t h f a c t o r s i n s e r u m w i l l a d e q u a t e l y s u p p l e m e n t a n d
e n c o u r a g e gr o w t h i n a l l c e l l l i n e s (B o t t e n s t e i n e t a l , 19 7 9 ) .
E v e n w h e n u s i n g c o m m e r c i a l m e d i a t h a t i s f a ir l y h a r d y , o n e s h o u ld e x e r c i s e
c a u t io n in s e v e r a l a r e a s t o a v o id u n n e c e s s a r y m e d i a d e t e r i o r a t i o n . I t h a s b e e n d i s c o v e r e d
3 4
t h a t m e d i a o v e r - e x p o s e d t o fl u o r e s c e n t l i g h t i n g m a y p h o t o a c t i v a t e t h e r ib o fl a v in o r
t r y p t o p h a n i n t he m e d i a , g e n e r a t in g h y d r o g e n p e r o x i d e t h a t c a n r e l e a s e fr e e r a d i c a l s t h a t
a r e t o x i c t o c e l l s . L e a v i n g m e d i a o n l a b b e n c h e s f o r e x t e n d e d p e r i o d s o f t im e o r in d i r e c t
c o n t a c t w i t h t o o m u c h l i gh t c a n l e a d t o d e t e r io r a t i o n (W a n g , 19 7 6 ) . C o mp l e t e s t e r i le
t e c h n i q u e m u s t a l s o b e c a r e f u l l y a d he r e d t o , s in c e c o n t a m i n a t i o n o f c e l l l in e s a n d c u l t u r e
m e d i u m c a n o c c u r e a s i l y .
A n t i b i o t i c s a r e r o u t i n e l y a d d e d t o p r e p a r e d m e d i a t o a v o i d o r a t l e a s t r e d u c e t h e
c o n t a m i n a t io n p o s s i b i l i t i e s fr o m ba c t e r i a , y e a s t o r fi m g u s . A n t i b i o t i c s e l e c t i o n m u s t
e n s u r e t h a t t h e a n t i b i o t i c m u s t n o t i n h i b it g r o w th o r c h a n g e t he c e l l s i n a n y w a y , s h o u ld
be n o n t o x i c t o l a b p e r s o n n e l , a n d i d e a l l y , b e r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e (P e r lm a n , 19 7 9 ) .
C o m m e r c i a l ly p r e p a r e d a n t i b i o t i c s f o r c e l l c u lt u r e m e d i u m w e l l t o l e r a t e d b y c e l l s a r e
a v a i l a b l e f o r g r a m p o s it i v e o r n e g a t i v e b a c t e r ia , s u c h a s e r y t h r o m y c i n , p e n i c i l l i n a n d
s t r e p t o m y c i n . N y st a t i n a n d a m p h o t e r i c in B a r e u s e d t o in h i b it g r o w t h o f y e a s t a n d o t h e r
fu n g i .
B a l a n c e d s a lt s o l u t io n s (B S S) a r e u s e d i n c e l l w a s h i n g a n d m a n ip u l a t i o n . B o t h
E a r l e ' s a n d H a n k ' s b a l a n c e d s a l t s o lu t io n s (H B S S), a s w e l l a s D u l b e c c o a n d V o g t
'
s
p h o s p h a t e - b u f fe r e d s a l i n e (PB S) a r e w i de l y u s e d t o d a y . T h e s e s o l u t i o n s p r o v i d e c e l l s
w i t h w a t e r a n d i n o r g a n i c i o n s d u r i n g c e l l m a n i p u l a t i o n , s u c h a s s u b c u lt u r e , w h i l e
m a i n t a in in g a p H o f 7 . 2 - 7 . 6 . T h i s s t a b i l i z a t i o n i s im p o r t a n t w h e n a t t e m pt i n g t o c a u s e
m i n im u m d i s r u p t i o n o f c e l l u l a r c o mp o n e n t s d u r i n g s u b c u l t u r e p r o c e s s e s .
Su b c u lt u r u i g o f a d h e r e n t c e l l l i n e s r e q u ir e s t h a t t h e s u b s t r a t u m a t t a c hm e n t s b e
b r o k e n c a r e fu l l y . T r y p s in / E D T A i s c o m m o n l y u s e d f o r t h a t p u r p o s e . T r y p s i n i s a
p r o t e a s e e n z y m e c a p a b l e o f br e a k in g p r o t e i n b o n d s a n d i s u s e d w i th
e t hy l e n e d i a m in e t e t r a a c e t i c a c i d t o b r e a k t h e c e l l u la r bo n d s h o ld in g th e c e l l t o t h e gr o w t h
s u r f a c e . T h e E D T A , a c h e l a t i n g a g e n t , e n h a n c e s t h e a c t i v it y o f t he t r y p s in , b y r e m o v i n g
c a lc i u m a n d m a g n e s i u m fr o m t h e s u r f a c e s o f t h e c e l l s , a l lo w in g be t t e r t r y p s in i z a t i o n
a c t i o n (H a m a n d M c K e e h a n , 19 7 9 ) .
W h i l e m e d i a s e l e c t i o n a n d h a n d l i n g i s a s e n s i t i v e p r o c e s s , t h e c e l l t y p e w i l l a l s o
c o n t r i b u t e t o t h e e a s e o r d i f fi c u l t y in t h e t i s s u e g r o w t h p r o c e s s .
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D . 3 . H u m a n F i b r o b l a s t s
H u m a n fi b r o b l a s t s w e r e s e l e c t e d fo r o u r e x p e r im e n t a l m e t h o d s b a s e d o n s e v e r a l
c h a r a c t e r i s t i c s o f t h i s c e l l t y pe . I t i s a
"
n o r m a l " d ip l o i d c e l l t y p e , w h i c h o c c u r s i n a l l
c o n n e c t i v e t i s s u e
,
a n d a s s u c h
,
d o e s n o t h a v e a n y u n iq u e m e d i a o r g r o w th r e q u i r e m e n t s .
I t i s a d u r a b l e c e l l
,
e a s y t o h a n d l e a n d d if fi c u l t t o d e s t r o y i n c u l t u r e . F i b r o b l a s t s w i l l
g r o w i n m o n o l a y e r s , a n d a r e c o n s i d e r e d a n c h o r a g e - d e p e n d e n t , t h a t is , t h e y n e e d a s u r fa c e
t o a t t a c h t o (M c A t e e r a n d D o u g la s , 19 7 9 ) . S i n c e t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p y e x p e r im e n t s
a r e c o n du c t e d w i t h a c o v e r s l i p c o n t a in i n g c e l l s , t h e u s e o f s im p l e , e a s y t o gr o w a n d
a dh e r e n t s i n g l e l a y e r c e l l s w a s d e e m e d p r u d e n t .
F i b r o b l a s t g r o w t h k i n e t ic s g e n e r a l l y fo l l o w a c ha r a c t e r i s t i c p a t t e r n . F o l l o w in g
s e e d i n g t he c e l l s u n d e r g o a q u i e s c e n t p e r i o d (l a g p h a s e ) , d u r i n g w h i c h t h e r e i s n o c e ll
d i v i s i o n . T h e lo g p ha s e f o l l o w s , i n w h i c h t h e r e i s a t y p i c a l e x p o n e n t i a l in c r e a s e i n c e l l
n u m b e r . T hi s p h a s e w i l l e x h i b it t h e h i g h e s t m e t a bo l i c a c t i v i t y (M c A t e e r a n d D o u g la s ,
1 9 7 9 ) . W h e n t h e c u lt u r e c o n d i t i o n s n o l o n g e r s u p po r t c e l l d i v i s i o n , a s t a t io n a r y p h a s e i s
r e a c h e d . B e y o n d t h i s s t a g e , m e t a b o l it e s w i l l be g i n t o b e d e p le t e d a n d t h e p he n o m e n o n
o f " c o n t a c t i n h i b it i o n " o f r e p l i c a t i o n m a y o c c u r . T h i s m a y m e a n g r o w th o r t h e g e n e r a l
h e a lt h o f a c e l l m a y be c o mp r o m i s e d d u e t o p h y s i c a l c r o w d i n g o f c e l l s (M c A t e e r an d
D o u g l a s , 1 9 7 9 ) .
N o r m a l d i p l o i d c e l l s i n v i t r o h a v e a fi n it e l i f e s p a n a n d a s a c e l l c u lt u r e p o p u l a t i o n
a ge s , i t s p o p u la t i o n d o u b l i n g t im e (t im e r e q u i r e d fo r c e l l s t o d o u b l e t h e i r n u m b e r ) ,
i n c r e a s e s , u n t i l p r o l i f e r a t i o n s t o p s (M c A t e e r a n d D o u g l a s , 19 7 9 ) .
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St e p l :
O b t a i n h u m a n fi br o b l a s t c e l l s fi - o m L in e b e r g e r T i s s u e C u l t u r e F a c i l i t y , U n i v e r s it y
o f N o r t h C a r o l in a , C ha p e l H i l l a n d c u l t u r e in a p p r o p r i a t e m e d i u m .
St e p 2 :
S u bc u l t u r e : O n c e c e l l s h a v e m u l t ip l i e d a pp r o p ri a t e l y i n c u lt u r e m e d i u m ,
t r a n s f e r (
"
s u b c u l t u r e " ) t o c o v e r s l i p s f o r m i c r o s c o p e e x p e r im e n t s . R e q u ir e s 2 4 - 4 8
h o u r s f o r s u b s e q u e n t g r o w t h a n d a t t a c hm e n t t o c o v e r s l ip .
St e p 3 :
T r an s f e r C o v e r s l ip t o M i c r o s c o p e C h a m be r c o n t a i n i n g T e t r a m e t hy h h o d am in e
M e t h y l E s t e r , (T MR M ). T M RM i s a c a t i o n i c fl u o r e s c e n t d y e , w h i c h w i l l
a c c u m u l a t e i n t h e m i t o c h o n dr i a o f t h e fi b r o b l a s t c e l l s .
St e p 4 :
C o n fo c a l M i c r o s c o p y : T a k e im a g e s o f l i v i n g c e l l s a c c o r d in g t o
e x p e r im e n t a l p r o t o c o l s (t im e , c o n c e n t r a t i o n , e t c . ) . Sa v e im a g e s a s d i g i t i z e d
p i c t x i r e s .
St e p 5 :
T r a n s f e r I m a ge s fi
-
o m M i c r o s c o p e C o mp u t e r t o A n a l y s i s C o m p u t e r :
A n a l y z e im a g e a n d r e s u lt a n t n u m e r i c a l d a t a u s in g t hr e e c o m p u t e r p r o g r a m s :
T h e fi n a l d a t a c a lc u l a t e d a n d c o n s id e r e d w i l l c o n s i s t o f t h e P e r c e n t o f t h e c e l l t h a t
i s a t M it o c h o n dr i a l v a l u e
,
a n d t h e A v e r a g e P o t e n t i a l o f t h e M it o c h o n d r i a l a n d
C y t o p l a s m i c a r e a s . A c h a n g e i n t h e p e r c e n t o f t h e a r e a a n d/ o r t h e a v e r a g e
p o t e n t i a l fi
-
o m im a g e t o im a g e s h o u l d b e in d i c a t i v e o f r e a l - t im e c h a n g e s i n t he
c e l l u l a r e n e r g y a n d w o r k o u t p u t w h e n t h e e x p e r im e n t a l p r o t o c o l s a r e a p p l i e d .
W i t h t h i s t e c hn i q u e , a n y c h a n g e c a n b e q u a n t i fi e d .
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B . C e l l C u l t u r e a n d T e s t Ch e m i c a l s
B . 1 . C e l l C u lt u r e M a t e r ia l s
B . 1 . a . D u l b e c c o ' s M o d i f i e d E a g l e s M e d i u m (D M EM ) P r e p a r a t i o n
C o m m e r c i a l D u lb e c c o ' s M o d i fi e d E a g le s M e d i u m w a s o b t a in e d fr o m t h e
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a T i s s u e C u l t u r e F a c i l i t y i n 5 0 0 m L s t e r i l e b o t t l e s .
I n g r e d i e n t s i n D M EM a r e l i s t e d i n T a b l e 4 - 1 . T h e y w e r e l a be l e d w i t h a 6 w e e k
e x p ir a t i o n d a t e a n d n o t u s e d b e y o n d t h a t da t e . U n d e r s t e r i l e c o n d i t i o n s , p r e p a r a t i o n o f
D ME M w a s c o m p l e t e d b y r e p l a c i n g 50 mL D ME M w i t h F e t a l B o v i n e Se r u m (FB S) .
T h i s p r o v i d e d a 10% s o l u t i o n t o w h i c h 0 . 5 mL P e n i c i l l i n / St r e p t o m y c in m ix w a s a dd e d .
F e t a l B o v in e Se r u m w a s o b t a i n e d c o m m e r c ia l ly fr o m G i b c o . T h e 50 0 m L G i b c o b o t t l e
w a s i n i t i a l l y d i v i d e d (u n d e r s t e r i l e c o n d it io n s ) in t o 50 m L a l i q u o t s i n s t e r i l e t e s t t u b e s a n d
fr o z e n u n t i l n e e d e d . T h e P e n / St r e p m i x w a s o bt a i n e d fr o m th e U n i v e r s i t y o f N o r t h
C a r o l i n a T i s s u e C u l t u r e F a c i l i t y i n 1 mL fr o z e n c r y o t u b e s .
B . l . b . H a n k s B a l a n c e d S a l t S o l u t i o n (H B S S)
H B S S w a s o bt a in e d fr o m G ib c o a n d u n d e r s t e r i l e c o n d it io n s
,
a l i q u o t e d i n t o 15
mL t u be s a n d r e fr i g e r a t e d u n t i l u s e . T y p i c a l i n g r e d ie n t s o f a b a l a n c e d s a lt s o l u t i o n
in c l u d e s o d i u m c h l o r id e
, p o t a s s i u m c h l o r id e , s o d i u m p h o s p h a t e , p o t a s s i u m p h o sp ha t e ,
g l u c o s e , s o d iu m b i c a r b o n a t e a n d w a t e r . H B S S w a s s u p p l e m e n t e d w it h a
c a lc i u m / m a g n e s i u m m i x , w h i c h c o n t a i n e d 0 . 4 5 mM C a
^ ^
a n d 0 . 2 5 m M M g
^ ^
.
B . l . c . T r y p s i n /E d t a
T r yp s i n / E d t a w a s o bt a in e d fr o m G ibc o a n d u n d e r s t e r i l e c o n d i t i o n s
t r a n s fe r r e d i n 9 m L a l i q u o t s t o s t e r i l e t u b e s a n d fr o z e n u n t i l u s e .
3 8
T a b le 4 - 1 D u IB e c c o ' s M o d i fi e d E a g le M e d i u m (D M EM )
I N O R G A N I C SA L T S C o n c e n t r a t i o n (m g/ L )
C a l c i u m C h lo ri de 2 00 . 0 0
F e r r i c N i t r a t e 0 10
P o t a s s i u m C h lo ri d e 4 00 . 0 0
M a g n e s i u m S u l f a t e 97 . 6 7
So d i u m C hl o ri de 4 75 0 0 0
S o di u m B ic a r b o n a t e 3 70 0 . 0 0
S o d i u m Ph o s p h a t e 12 5 00
O T H E R C O M P O N EN T S
D - G lu c o s e 4 50 0 . 0 0
P he n o l R e d 15 00
A M I N O A C I D S
L - A r g i n i n e - H C l 84 . 0 0
L - C y s t i n e 2H C L 63 . 00
L - G l u t am in e 5 84 . 0 0
G ly c i n e 30 . 00
L - H i s t i d i n e H C L - H 2 0 42 00
L - I s o l e u c i n e 105 . 0 0
L - L e u c i n e 105 . 00
L - L y s i n e - H C l 14 6 0 0
L - M e th i o n i n e 30 . 00
L - P h e n y l a l a n i n e 66 . 00
L - S e ri n e 4 2 00
L - T h r e o n i n e 95 . 0 0
L - T r y p t o p ha n 16 . 00
L - T y r o s i n e 2N a 2 H 20 104 . 0 0
L - V a l i n e 94 0 0
V I T A M I N S
D - C a pa n to th e n a t e 4 . 00
C ho l i n e c h l o r i de 4 . 00
F o l i c A c i d 4 . 0 0
i - I n o s i t o l 7 . 2 0
N ia c i n am i d e 4 . 00
P y r i do x i n e H C l 4 . 00
R i bo f l a v i n 0 4 0
T h ia m in e H C l 4 . 0 0
B . 2 . C e l l M a i n t e n a n c e
A n o r m a l h u m a n d i p l o i d fi b r o b l a s t l i n e C C D - 2 7 S K , w a s o b t a i n e d fi
-
o m t h e
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a L i n e b e r ge r T i s s u e C u l t u r e F a c i l i t y . T h i s c e l l l in e w a s
o b t a i n e d fr o z e n in 1 mL p l a s t i c v i a l s a t - 8 0
° C in a c r y o p r o t e c t an t fr e e z e m e d i u m
c o n t a in i n g 10% d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ).
T o t ha w c e l l s , t h e v i a l s w e r e t r a n s f e r r e d fr o m a - 80
° C fr e e z e r t o a 3 7 ° C w a t e r
b a t h . A s s o o n a s t h e m e d i a w a s t h a w e d , t h e v i a l c o n t e n t s w e r e t r a n s f e r r e d u n d e r s t e r i l e
c o n d i t i o n s t o a 15 m l t u b e c o n t a in in g 10 m l D ME M .
3 9
T h e t h a w e d c e l l s a n d D M EM m i x t u r e w a s m i x e d a n d c e n t ri f i i g e d 5 - 7 m i n u t e s a t
ha l f s p e e d . U n d e r s t e r i l e c o n d i t i o n s , t h e D M EM w a s r e m o v e d a n d th e c e l l p e l l e t w a s
r e s u s p e n d e d i n 1 m L fr e s h D M EM . A n e w T - 2 5 c u l t u r e f l a s k w a s p r e p a r e d w i th 8 m L
D M E M . T h e T - 2 5 f l a s k w a s o bt a i n e d c o m m e r c i a l l y fr o m C o m i n g a n d s o n a m e d b e c a u s e
i t p r o v i d e s a 2 5 - c m
^
g r o w t h s u r f a c e a r e a . O n e dr o p o f t h a w e d c e l l m i x w a s a d d e d t o a
p r e p a r e d T - 2 5 f l a s k . E x a m i n a t i o n o f t h e T - 2 5 o n a n i n v e r t e d m i c r o s c o p e a t l OX w a s
d o n e t o e n s u r e t h a t t he r e w e r e a p p r o x im a t e l y 10 - 2 0 f l o a t in g c e l l s p e r im a g e . T h e
p r e p a r e d T - 2 5 w a s t r a n s f e r r e d t o a s t e r i l e 3 7
° C hu m i d i f i e d i n c u b a t o r c o n t a in i n g a 5%
C O 2 m ix t u r e . T h e T - 2 5 l i d w a s l o o s e n e d t o a l l o w f o r O 2 /C O 2 e x c h a n g e .
C u l t u r e d fi b r o b la s t s g e n e r a l l y b e g a n t o s p r e a d a n d a t t a c h t o t h e bo t t o m l a y e r o f
t h e T - 2 5 c o n t a i n e r w i t h i n 2 4 h o u r s . A n i n i t i a l l a g p h a s e o f 2 - 3 d a y s w a s n o t u n c o m m o n .
A m o n o l a y e r o f 3 0 - 4 0% c o v e r a g e o f c e l l s c o u l d b e o b s e r v e d w h e n t h e c e l l s a p p r o a c h e d
t h e e x p o n e n t i a l g r o w t h p ha s e . A c h i e v in g th e 3 0 - 4 0% m o n o la y e r c o u ld t a k e 5 - 7 d a y s .
C e l l a t t a c h m e n t a n d g r o w th w a s m o n i t o r e d b y e x a m i n a t i o n o f t h e T - 2 5 o n a n in v e r t e d
m i c r o s c o p e a t l OX . F i br o b l a s t s t h a t w e r e f l o a t in g a n d sp he r i c a l i n s h a p e w h e n t h e
c u l t u r e w a s f i r s t s t a r t e d w o u l d a t t a c h t o t h e b o t t o m l a y e r a n d b e c o m e imm o b i l e . T he y
a p p e a r e d t o s t r e t c h a n d g r o w fr o m th a t a t t a c hm e n t p o i n t . W h e n th e c e l l s r e a c h e d a 5 0%
o r g r e a t e r c o v e r a g e , t h e y w e r e r e m o v e d fr o m t he T - 2 5 a n d p r e p a r e d f o r c o v e r s l ip s
(e x p e r im e n t s ) a n d/ o r s u b c u l t u r e d fo r a n o t h e r c y c l e o f g r o w t h . T h e m e d i a w a s e x a m in e d
a n d c ha n g e d e v e r y 3 - 4 d a y s t o p r o v i d e a d e q u a t e n u t r i e n t s a n d p r e v e n t c o n t a m i n a t io n . I f
t h e D ME M m e d iu m be c a m e c l o u d y o r y e l l o w in c o lo r , t h e f l a s k w a s c o n s i d e r e d
c o n t a m i n a t e d a n d d i s c a r d e d .
W h e n i t w a s n e c e s s a r y t o c h a n g e th e m e d i a , t he T - 2 5 w a s r e m o v e d fr o m t h e
i n c u b a t o r a n d u n d e r s t e r i l e c o n d i t o n s , t h e D M EM w a s r e m o v e d . C a r e w a s t a k e n t o n o t
d is t u r b m o n o l a y e r c e l l s a t t a c h e d t o t h e b o t t o m o f t h e T
- 2 5 . E i g h t m L o f n e w D M EM
w a s a d d e d a n d t he T - 2 5 r e t u r n e d t o t h e 3 7
° C h u m i d i f i e d C O 2 in c u b a t o r .
F i b r o b l a s t s c o v e r i n g 7 0% o r g r e a t e r a r e a o n t h e b o t t o m s u r f a c e o f t h e T - 2 5 f l a s k ,
w e r e s u bc u l t u r e d , t h a t i s , p r o p a g a t e d th r o u gh a n o t h e r g r o w th c y c l e . S u bc u l t u r in g
r e q u ir e d l i f t i n g o f t h e c e l l s fr o m th e ir a t t a c hm e n t o n t h e b o t t o m o f t h e T
- 2 5 fl a s k a n d
a d d it i o n o f fr e s h m e d i a .
4 0
T o s u b c u l t u r e , t h e D ME M w a s r e m o v e d u n d e r s t e ri l e c o n d i t i o n s fr o m t h e T - 2 5
a n d d i s c a r d e d . C a r e w a s t a k e n t o a v o i d d i s t i or b a n c e o f t h e m o n o l a y e r c e l l s a t t a c h e d t o t h e
b o t t o m o f t h e T - 2 5 . T w o mL o f H B S S w a s a d d e d , t h e T - 2 5 s w ir l e d g e n t ly , a n d t h e
H B S S r e m o v e d a n d d i s c a r d e d . T h r e e m L o f T r y p s i n / E D T A s o lu t i o n w a s a d d e d a n d
a l l o w e d t o s t a n d f o r 2 - 5 m i n u t e s . M i c r o s c o p e e x am i n a t io n w a s u s e d t o d e t e r m i n e w h e n
t he m a j o r i t y o f c e l l s h a d l o o s e n e d fr o m t h e b o t t o m l a y e r . Wh e n a p p r o x im a t e l y 6 0 - 70%
o f t h e c e l l s a p p e a r e d t o b e f lo a t i n g , 10 m L D M EM w a s a d d e d u n d e r s t e r i l e c o n d i t i o n s
a n d m i x e d g e n t l y . T h e c e ll m i x w a s t r a n s fe r r e d t o a s t e r i l e 5 0 m L c e n t r if u ge t u b e a n d
c e n t r i fi i g e d a t 1/ 2 sp e e d f o r 4 - 5 m i n u t e s . A ft e r c e n t ri fi i g a t i o n , t h e D M E M w a s a s p i r a t e d
a n d t h e c e l l p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 2 m L fr e s h D M EM . O n e d r o p o f t he c e l l m ix w a s
a d d e d t o a n e w T - 2 5 c o n t a i n i n g 8 m L fr e s h D M EM . T h e T - 2 5 w a s p l a c e d i n a s t e r il e 3 7
°
C h u m id i f i e d i n c u b a t o r c o n t a m i n g a 5% C O 2 m i x t u r e . T h e T - 2 5 l i d w a s l o o s e n e d t o
a l l o w f o r O 2 / C O 2 e x c h a n g e .
B . 3 . C e l l Pr e p a r a t io n fo r C o n f o c a l M i c r o s c o p y
C o v e r s l i p s c o n t a i n i n g fi b r o b l a s t s f o r t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p y e x p e r im e n t s w e r e
p r e p a r e d a ft e r s u b c u lt u r e o f c e l l s , a s d e s c r i b e d in t h e p r i o r s t e p . I n a d d i t i o n t o c r e a t i n g a
n e w T - 2 5 c u lt u r e f l a s k
,
o n e d r o p o f c e l l m i x w a s a l s o t r a n s f e r r e d t o a 3 5 m m s t e r i l e
C o m in g c u l t u r e p e t ri d i s h c o n t a in i n g a 12 x 12 m m # 1 c o v e r s l i p .
A c o v e r s l i p w a s f i r s t s t e r i l iz e d i n 9 5% e t h a n o l b y fl a m in g a n d t h e n t r a n s fe r r e d t o
t h e b o t t o m o f a C o m i n g c u lt u r e d i s h . T w o m L D M E M w a s a d d e d t o t he c u lt u r e d i s h .
O n e dr o p o f t h e s u b c u l t u r e d c e l l m i x w a s a d d e d t o t h e p r e p a r e d d i s h , a n d t h e d i sh p l a c e d
i n a hu m i d i fi e d 3 7 ° C i n c u b a t o r c o n t a in in g a 5% C O 2 m i x t u r e . T h e f i br o b l a s t s b e g a n
a t t a c hm e n t t o t h e c o v e r s l i p w i t h in 4 h o u r s , h o w e v e r a m i n im u m o f 2 4 ho u r s w a s f o u n d t o
pr o v i d e a d e q u a t e c o v e r a ge . E i g h t t o tw e l v e c u lt u r e d i s h e s w e r e p r e p a r e d f o r e a c h s e t o f
e x p e r im e n t s .
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B . 4 . T e s t Ch em i c a l s
B . 4 . a . I n t e r l e u k i n - 2
5 |u G h u m a n r e c o m b i n a n t I n t e r le u k i n - 2 fr o m E . C o l i w a s o b t a in e d fr o m A t l a n t a
B i o lo g i c a l s (C a t . N o . C I 10 94 , L o t N o . 6 0 16 C ) . T h e I n t e r l e u k i n - 2 in p o w d e r f o r m w a s
r e c o n s t it u t e d u n d e r s t e r i l e c o n d i t i o n s
, b y a d d in g 5 m L P h o s p ha t e B u f f e r e d Sa l i n e (P B S).
T h e fi n a l s t o c k c o n c e n t r a t i o n o f I n t e r le u k i n - 2 w a s 1 u G /m L . A p p r o x im a t e ly 0 . 18 - 0 . 2 2
m L o f I n t e r l e u k in - 2 w e r e t r a n s fe r r e d t o 1 m L c r y o t u b e s a n d s t o r e d in t h e - 7 0
° C fr e e z e r .
O n e v i a l w a s r e m o v e d f o r e a c h e x p e r im e n t r e q u i r i n g I n t e r l e u k in - 2 , a n d t h a w e d b y
a l l o w i n g t o c o m e t o r o o m t e m p e r a t vi r e . A ft e r u s e t h e v i a l w a s d i s c a r d e d .
B . 4 . b . C a r bo n y l c y a n i d e w - c h l o r o p h e n y l h y d r a z o n e (CC C P )
CC C P w a s o b t a i n e d fr o m S i gm a , d i s s o l v e d i n e t ha n o l t o f o r m a I m M s o l u t i o n ,
a l i q u o t e d i n t o 15 m L t u b e s , a n d s t o r e d u n t i l u s e i n t h e - 2 0
° C fr e e z e r .
B . 4 . C . O l ig o m y c in
O h g o m y c in w a s o b t a in e d fr o m Si gm a , d i s s o l v e d in e t ha n o l t o f o r m a 0 . 4 u M
s o l u t i o n , a l i q u o t e d i n t o 15 m L t u be s , a n d s t o r e d u n t i l u s e in t h e - 2 0
° C fr e e z e r .
C . C o n f o c a l M i c r o s c o p y
T h e e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d u s i n g a n u p g r a d e d m o d e l B i o - R a d M R C - 6 0 0
(B i o - R a d L a b o r a t o r ie s , C a m b r i d g e , M A ) c o n f o c a l im a g i n g s y s t e m c o n n e c t e d t o a n
A x i o sk o p M ic r o s c o p e w i t h a h i g h - n u m e r i c a l - a p e r t u r e o bj e c t i v e 6 0 X 1. 4 N A l e n s (C a r l
Z e i s s , I n c . , T h o m w o o d , N Y ) . T h e M R C - 6 0 0 w a s e q u i p p e d w i th n e w hi g h i n t e n s it y
p h o t o m u lt ip l i e r t u b e s . T h e 5 14
- n m l i n e o f t h e s y s t e m
'
s a r g o n i o n l a s e r w a s u s e d fo r
e x c it a t i o n o f t h e fl u o r e s c e n t m o l e c u l a r p r o be , T e t r a m e t h y k h o d a m i n e m e t h y l e s t e r
(T M R M ) . T M R M w a s o b t a i n e d fr o m M o le c u l a r P r o b e s , (E u g e n e , O r e g o n ) . T h e g a m
w a s a dj u s t e d s o t h a t v d t h a 0 . 3% n e u t r a l d e n s i t y fi l t e r i n t h e e x c it a t i o n p a t h , t h e b r i g h t e s t
r e g i o n o f t h e c e l l g a v e a g r a y l e v e l o f 2 5 5 . A s c a n r a t e o f 1 fr a m e / s w a s c ho s e n a n d
t yp i c a l l y , 1 0 fr a m e s w e r e a v e r a g e d .
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C . 1. P r e p a r a t i o n o f T M R M s o l u t io n s
T w o s o lu t i o n s o f T M R M w e r e r e q u ir e d fo r t h e p r e p a r a t io n o f c e l l s f o r t h e
c o n f o c a l e x p e r im e n t s . O n e v i a l o f fr o z e n s t o c k T M R M w a s p r o t e c t e d fr o m l i g ht a n d
a l l o w e d t o t h a w a t r o o m t e m p e r a t u r e . A 6 0 0 n M T M R M / H B S S s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y
a d d i n g 3 . 9 7 5 u L T MR M t o 15 mL H B S S a n d a 15 0 n M s o l u t io n w a s p r e p a r e d b y a d d in g
0 . 9 9 u L T M R M t o 1 5 m L H B S S
,
T h e 6 0 0 nM s o l u t i o n w a s u s e d f o r a n i n i t i a l i n c u b a t io n
o f t h e f i b r o b l a s t c o v e r s l i p , w h i l e t h e 15 0 n M s o lu t i o n w a s u s e d t o p r o v i de a m a i n t e n a n c e
s o l u t i o n t o b a l a n c e e x t e r n a l a n d in t e r n a l d y e c o n c e n t r a t io n s , w h i l e t h e c o v e r s l i p w a s
b e i n g e x a m i n e d o n t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p e .
C . 2 . Pr e p a r a t i o n o f C o v e r s l ip C o n t a i n i n g F i b r o b l a s t s f o r M i c r o s c o p e Ch a m b e r
F i b r o b l a s t s p r e p a r e d 2 4 - 4 8 h o u r s p r e v i o u s l y i n 3 5 m m c u l t u r e d i s h (s ) , w e r e
r e m o v e d fr o m t he i n c u ba t o r . T h e D M EM w a s a s p ir a t e d fr o m t h e c u lt u r e d i s h a n d
d i s c a r d e d . 0 . 5 mL 6 00 n M T M R M / H B S S s o l u t i o n w a s a d d e d t o t h e c u lt u r e d i s h . T h e
d is h w a s c o v e r e d w i t h a l u m i n u m f o i l a n d i n c u b a t e d a m i n i m u m o f 3 0 m i n u t e s i n a
d a r k e n e d r o o m . T h e m i c r o s c o p e c ha m be r w a s p r e p a r e d b y a d d i n g a r i n g o f s t o p c o c k
g r e a s e t o t h e c h a m b e r w e l l . T h e m e t a l c h a m b e r s w e r e m a d e w i th a c i r c u l a r w e l l t h a t w a s
d e s i g n e d t o c o n t a in a c o v e r s l ip . W h e n a c o v e r s l i p i s p l a c e d in t h i s w e l l , i t a d h e r e s t o t h e
gr e a s e fo r m i n g a w a t e r t i g h t s e a l . Sc r e w in g t h e c ir c u l a r r i n g i n t o p l a c e o v e r t h e w e l l
f o r m s a v o l u m e t o w h i c h t e st c h e m i c a l s m a y b e a d d e d .
A ft e r 3 0 m i n u t e s i n c u b a t i o n in t h e 6 0 0 n M T MR M / H B SS s o l u t i o n , t w e e z e r s w e r e
u s e d t o r e m o v e t h e c o v e r s l i p fr o m t h e c u lt u r e d i s h a n d t r a n s fe r t o t h e m i c r o s c o p e
c h a m b e r
,
w it h c e n t r a l p l a c e m e n t o v e r t h e h o l e in t h e c h a m b e r . T h e c o v e r s l ip w a s p r e s s e d
c a r e f u l l y t o s p r e a d s t o p c o c k g r e a s e a r o u n d t he e d g e o f t h e c o v e r s l i p , e n s u r in g t h a t a t i g h t
s e a l o c c u r r e d . T h e c h a m b e r l i d w a s s c r e w e d in p l a c e . 2 0 0 u L 1 50 n M T MR M /H B S S
w a s a d d e d t o t h e c ha m b e r a n d t he c u l t u r e d i s h l i d w a s p l a c e d o v e r t h e c h a m b e r w e l l t o
m i n im i z e e v a p o r a t i o n . T he e n t ir e p r e p a r e d c h a m b e r w a s c o v e r e d w it h a l u m i n u m f o il t o
p r o t e c t fr o m l i g ht d a m a g e a n d t r a n s p o rt e d t o t h e C o n f o c a l M i c r o s c o p y r o o m .
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C . 3 . B i o - R a d M R C - 6 0 0 C o n f o c a l M i c r o s c o p e O p e r a t i o n
C . 3 . a . St a rt - u p P r o c e d u r e
T h e s t a n d a r d s t a rt u p p r o c e d u r e f o r t h e B i o R a d m i c r o s c o p e w a s fo l l o w e d a n d t h e
l a s e r w a s a l l o w e d t o w a rm u p f o r 3 0 m i n u t e s . T h e CO M O S c o n t r o l s o ft w a r e w a s u s e d t o
s e t t h e z o o m f a c t o r t o 2 . 0 fo r a 6 0 x 1 . 4 N A O bj e c t i v e , t o s e le c t t h e s l o w s c a n m o d e , a n d
t o s e le c t K a lm a n a v e r a g e . K a lm a n a v e r a g i n g w a s u s e d t o im p r o v e t h e s i g n a l t o n o i s e
r a t i o o f t h e im a g e . A n im a g e l o o k u p t a b l e w a s a p p l i e d t o t h e s c r e e n i m a g e t o v i s u a l l y
s h o w th e o p e r a t o r l im it s o f t h e 8 - b it im a g e , i . e . 0 a n d 2 5 5 a n d t o p r e v e n t o fi fs c a l e im a g e s .
T h e o bj e c t i v e l e n s w a s c le a n e d p r i o r t o u s e an d be t w e e n c h a m b e r s t o m a x im i z e
im a g e qu a l it y . F o r t h e T MRM d y e t h e B io R a d K l a n d K 2 fi l t e r b l o c k s e t f o r fl u o r e s c e i n
an d r h o d am i t i e fl u o r e s c e n c e w a s u s e d i n a l l e x p e r im e n t s . C h a n n e l 1 w a s u s e d t o fo l l o w
T M RM fl u o r e s c e n c e . T h e c o n f o c a l s c a n n e r h a d t h e n e u t r a l d e n s it y fi lt e r s e t t o 0 . 3% , t h e
l a s e r fi l t e r t o 10 0% a n d t h e d e t e c t o r p i n h o le t o 4 . T h e b l a c k l e v e l a n d g a in w e r e s e t t o
m a n u a l . T h e g a i n w a s s e t t o p r e v e n t im a g e s a t u r a t i o n , i . e . a n in t e n s i t y g r e a t e r t h a n 2 5 5 .
C . 3 . b . I m a ge A c q u i s i t i o n P r o c e du r e
T h e 6 0 X o bj e c t i v e w a s p r e p a r e d w i th 1 d r o p imm e r s i o n o i l a n d t he c h a m b e r
m o u n t e d i n t he m i c r o s c o p e s t a g e h o ld e r . A l l w o r k w a s d o n e w i t h r e d u c e d l i g h t in g in t h e
m i c r o s c o p e r o o m t o a v o i d a n y Kg h t d a m a g e t o t h e c e ll c h a m b e r c o n t a i n i n g t h e
T M R M / H B S S s o l u t i o n . C e i l s w e r e f o c u s e d u s in g t h e m a n u a l e y e p i e c e fi r s t . B e fo r e l a s e r
s c a n n in g , a b a c k g r o u n d i m a g e w a s s e t u s i n g t he C OM O S s o ft w a r e . T h i s r e q u i r e d t ha t
t h e f o c u s b e d ir e c t e d t o t h e a r e a o n t h e c o v e r s l i p b e l o w t h e c e l l
'
s l o c a t io n . C OM O S w a s
t h e n u s e d t o d e t e r m i n e w h e n t h e b l a c k l e v e l c o n t a in e d 5 0% p i x e l s d i s p l a y i n g a z e r o
in t e n s i t y v a l u e . A ft e r t h e b l a c k l e v e l b a c k g r o u n d w a s s e t , t h e im a g e w a s r e f o c u s e d a n d
K a l m a n s c a n n i n g w a s e n g a g e d . T h i s r e m o v e d th e b a c k gr o u n d b l a c k / b l u e p i x e l s , l e a v i n g
a c l e a r b l a c k /w h i t e / g r a y im a g e . T h i s d i g it iz e d im a g e w a s s a v e d in a B i o - R a d fi le f o r m a t ,
w h i c h i s a s im p l e u n c o mp r e s s e d f o r m a t t ha t s u p p o rt s g r ay s c a l e im a g e s w it h 8 b it s p e r
p i x e l .
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C . 3 . C . A d d i t i o n o f T e s t C h e m i c a l s t o M i c r o s c o p e C ha m b e r
T h e d e s i g n o f t h e t e s t c h a m b e r p e r m it t e d t h e a d d it io n o f s u b s t r a t e s o r o t h e r
c h e m i c a l s w i t h o u t m o v i n g t h e s t a g e o r c ha m b e r h o l d e r . I f n e c e s s a r y t h e c o n d e n s e r o n
t he i n v e r t e d s c o p e w a s r a i s e d t o p e r m i t g r e a t e r a c c e s s t o t he c h a m b e r . P r e c a u t i o n s w e r e
t a k e n t o p r e v e n t t h e p ip e t t e t i p s fr o m t o u c hi n g t h e c e l l s a t t a c h e d t o t h e c o v e r s l i p a t t h e
b o t t o m o f t h e c h a m b e r .
C . 3 . d . Sh u t - d o w n P r o c e d u r e
Wh e n e x p e r im e n t s w e r e c o m p l e t e a n d im a g e s s a v e d , t h e y w e r e t r an s fe r r e d t o a
c o m p u t e r c a p a b l e o f d o i n g t he I m a g e A n a l y s i s (Se e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s s e c t i o n o n
I m a g e A n a l y s i s ) . T h e m i c r o s c o p e o bj e c t i v e w a s c l e a n e d w it h K o d a k p a p e r a n d le n s
c l e a n e r a n d t h e c o mp u t e r p r o g r a m s , l a s e r a n d c o m p u t e r w e r e t u r n e d o f f.
D . I m a g e A n a l y s i s
D . l . L F I M A G E So ft w a r e
I m a g e a n a l y s i s s o ft w a r e w a s u s e d t ha t w a s o r ^ i n a l l y w r i t t e n b y W o d n i c k i P .
( 199 5 ) a n d r e v i s e d b y t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l in a D e p ar t m e n t o f C e l l B i o l o g y a n d
A n a t o m y . T h i s p r o gr a m i s c a p a b l e o f c a l c u l a t i n g th e n u m b e r o f p i x e l s i n a n im a g e t h a t
e x i s t a t e a c h g r a y l e v e l fr o m 0 - 2 5 5 . B y c a l c u l a t i n g th e a v e r a g e f o r t h e b a c k gr o u n d (t h e
n o n - c e l lu l a r a r e a s ) i n t h e im a g e , t h e a p p r o p r ia t e L o o k u p T a b le (L U T ) v a lu e c a n b e
s e l e c t e d . T h i s L o o k u p T a b l e i s u s e d in t h e n e x t a n a l y s i s s t e p t o c o n v e r t t h e fl u o r e s c e n t
in t e n s i t i e s t o m e mb r a n e p o t e n t i a l s in t h e im a ge . T h e f o l lo w in g d e s c r ib e s t h e b a s i c s t e p s
u s e d i n L F I MA G E e x e c u t i o n .
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D . 1
.
a . D e t e r m i n e B a c k g r o u n d le v e l s o f I m a g e
T h e H i s t o g r a m f u n c t i o n i n L F I M A G E p r o v i d e s a v i s u a l h i s t o g r a m o f t h e n u m b e r
o f p i x e l s fr o m 0 - 2 5 5 a n d t h e m e a n v a l u e . A t le a s t 5- 6 b a c k g r o u n d m e a n s w e r e o b t a i n e d
f o r e a c h i m a g e a n d t h e a v e r a g e o f t h e s e m e a n s w a s u s e d t o s e le c t a L o o k u p T a b l e .
D . 1 . b . H i s t o g r a m C e l l u l a r A r e a
T h e c e l l u l a r a r e a i n t he im a ge w a s o u t l in e d w i th t h e c u r s o r a n d t h e h i s t o g r a m
fu n c t i o n e n g a g e d . T h e h i s t o g r a m v a l u e s w e r e c o p ie d t o a n a n a l y s i s s p r e a d s h e e t w hi c h
w a s u s e d t o d e t e r m i n e fi n a l m em br a n e p o t e n t i a l a v e r a g e s a n d p e r c e n t a r e a s f o r e a c h
im a g e .
D . 2 . L o o k u p T a b le s
T h e t a b l e s w e r e u s e d t o s e t t h e a p p r o p r i a t e b i n f o r e a c h p i x e l d e f i n e d in t h e
h i s t o gr a m m e d 0 - 2 5 5 g r a y s c a l e . T h e b i n t o w h i c h e a c h g r a y l e v e l i s a s s i g n e d , w i l l
u l t im a t e ly de t e r m i n e w h e t h e r it i s c o n s i d e r e d b a c k gr o u n d , c y t o p la sm i c o r m i t o c ho n d r i a l
a r e a . T h e L o o k u p T a b l e B in s w e r e d e s i g n e d t o c o r r e s p o n d t o t h e m i l l i v o lt E q u i v a l e n t s
d e f i n e d in t h e l i t e r a t u r e t o b e c y t o p l a sm i c o r m i t o c h o n dr i a l . M i l l i v o l t E q u i v a l e n t s o f 4 0
a n d lo w e r a r e c o n s i d e r e d b a c k g r o u n d , 4 0 - 10 0 c y t o p l a s m i c a n d a b o v e 10 0 , m i t o c h o n dr i a l .
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D . 3 . C o n f o c a l A s s i s t a n t So ft w a r e
T h e C o n f o c a l A s s is t a n t
■" * s o ft w a r e , is a Wi n d o w s c o m p a t i b l e p r o g r a m d e s i g n e d
f o r t h e m a n i p u l a t i o n o f im a g e s s t o r e d in t h e B io - R a d P I C fo r m a t . T h i s s o ft w a r e i s
c a p a b l e o f c o l o r in g t h e b l a c k a n d w h i t e im a ge , b a s e d o n t h e v a l u e s p r o v i d e d b y t h e
L o o k u p T a b l e . O u r l a b u s e d V e r s i o n 3 . 0 8 b y T o d d C l a r k B r e lj e , c o p y r i g h t 19 9 4 , 19 9 5 .
D . S . a , P r o g r a m I n i t i a t i o n
Wh e n t h e p r o g r a m i s r u n n i n g , t h e I m a g e fi l e ( * . p i c ) o f i n t e r e s t c a n b e o p e n e d .
T h e p r o p e r l o o k u p t a b le e n t r y w a s d e t e r m i n e d in a p r i o r s t e p a n d t h e s e l e c t e d v a l u e i s
h i g h l i g h t e d f o r t h i s im a g e . C o n f o c a l A s s i s t a n t o p e n s t h a t L U T fi l e a n d p s e u d o c o l o r s t h e
im a g e .
D . 3 . b . M e m br a n e Po t e n t i a l P s e u d o c o lo r in g
T h e b l a c k a n d w h i t e im a g e w i l l b e c ha n g e d t o c o l o r a c c o r d in g t o t h e fo l l o w i n g
t a b l e . ( i . e . a p i x e l a s s i g n e d a v a l u e o f 4 0 w i l l b e c o l o r e d b lu e , 16 0 w i l l b e c o lo r e d
o r a n g e , e t c . ) Se e T a b l e 4 - 2 f o r p s e u d o c o lo r c o d i n g a n d F i g u r e 4 - 1 fo r im a g e e x a m p l e .
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T a b l e 4 - 2
M e m b r a n e P o t e n t ia l P s e u d o c o l o r i n g
2 0 m V I n c r e m e n t s
m v
2 0
4 0
6 0
8 0
10 0
12 0
14 0
16 0
1 80
2 0 0
2 2 0
2 4 0
C o l o r
B la c k
V io le t
B l u e
L ig ht B l u e
G r e e n
L ig ht G r e e n
B r o w n
Y e l lo w
O ra n g e
R e d
P in k
Wh it e
G ra y
F i g u r e 4 - 1
E x a m p l e o f C o n f o c a l A s s i s t a n t P s e u d o c o l o r i n g
J fe g s
4 8
E . H i s t o g r a m A n a l y s i s o f M e mb r a n e P o t e n t i a l I m a g e
A m o d u l a r n u m e r ic a l a n a ly s i s p r o g r a m w a s w r it t e n b y D r . C h a z o t t e a t t h e
U n i v e r s it y o f N o r t h C a r o l i n a , D e p a r tm e n t o f C e l l B i o lo g y a n d A n a t o m y , C h a p e l H i l l , N C
t o c a l c u l a t e m e mbr a n e p o t e n t i a l s , a v e r a g e p o t e n t i a l a r e a fr a c t i o n a n d i n t e g r a t e d p o t e n t i a l
d e n s i t i e s f o r e a c h u n a g e . T h e p r o g r a m a l s o in c l u d e s s t a t i s t i c a l a n a l y s e s o f t h e c a l c u l a t e d
d a t a .
T h e a n a ly s i s p r o gr a m w a s c a p a b l e o f c o n t a in in g d a t a o n e i g ht im a g e s i n c l u d i n g
u p t o e i g h t c e l l u l a r a r e a s p e r im a g e . T h e c e l l u l a r d at a in c l u d e d d e t a i l s b r o k e n d o w n b y
c y t o p l a s m i c a r e a a n d m i t o c ho n d r i a l a r e a . T h e m it o c ho n dr i a l in f o r m a t i o n w a s b r o k e n
d o w n f ii r t h e r i n t o s u b g r o u p s o f l o w t o h i g h m i t o c h o n d r ia l po t e n t i a l s .
T h e f ir s t m o du l e in t h e p r o gr am , s t a r t i n g a t c e l l r e f e r e n c e A l , c o n t a u i e d th e
r e s u l t s o f c a l c u l a t i o n s o n d a t a fr o m a l l im a g e s a n d w a s l a b e l e d Sp r e a d s h e e t Su m m a r y
D a t a . T h e d e t a i l s o f t h e s e d a t a e l e m e n t s a r e c o n t a i n e d in A p p e n d i x H .
T h e s u b - m o d u l e s o f t h e p r o g r am w e r e a r r a n g e d t o p r o v i d e d a t a f o r u p t o e i g ht
i n d i v i d u a l im a g e s a n d e a c h im a g e w a s r e f e r e n c e d in s p r e a d s he e t c e l l s A 10 0 , A 4 0 0 ,
A 7 0 0 , A l OOO, A 13 0 0 , A 16 0 0 , A 19 0 0 a n d A 2 2 0 0 . E a c h s u b - m o d u l a r g r o u p c o u l d
c o n t a in d a t a f o r u p t o e i g h t c e l l u l a r a r e a s fr o m e a c h i m a g e a n d w a s l a b e l e d I m a g e
S u m m a r y D a t a . T h e s e d e t a i l s a r e c o n t a i n e d i n A p p e n di x H .
T h e d e t a i l s o f t h e p r o g r a m
'
s n a m e s a n d g r o u p n u m b e r s f o r e a c h s e t o f
e x p e r im e n t s w e r e c o m p i l e d a n d c a n b e r e fe r e n c e d i n A p p e n d i x A .
T h e p e r c e n t a r e a a n d a v e r a ge p o t e n t i a l d a t a w e r e r e t r i e v e d fr o m s p r e a d s he e t c e l l s
B K 10 6 - 1 1 1 a n d B H 13 1- 13 6 a n d t h i s r a w d a t a i s il l u s t r a t e d in A p p e n d ix B .
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F . St a t is t ic a l A n a l y s i s
St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e c a r r i e d o i rt u s i n g M i c r o s o ft E x c e l
" D e s c r i p t i v e
St a t is t i c s " w h i c h p r o v i d e d t h e f o l lo w in g i n f o r m a t io n . M e a n , St a n d a r d E r r o r , M e d i a n ,
M o d e (N o t e : E x c e l r e t u r n s a # N /A f o r m o d e w h e n t h i s v a l u e i s n o n e x i s t e n t i n t h e d a t a
s e t ) , St a n d a r d D e v i a t i o n , Sa n q j le V a r i a n c e , Sk e w n e s s , R a n g e , M i n i m u m , M a x im u m ,
S u m a n d C o u n t .
St u d e n t
'
s T - T e s t t w o s a m p l e a s s u m in g u n e q u a l v a r i a n c e w i t h a n a lp h a v a lu e o f
0 . 0 5 w a s u s e d fo r t h o s e e x p e r im e n t s r e q u i r in g m e a n c o m p a r i s o n s .
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G . D e s c r ip t i o n o f E x p e r im e n t s
G . 1 . C o n d i t i o n s
T o r e d u c e fi b r o b l a s t c e l l v a r i a b i l i t y ,
• C e l l p a s s a g e s (s u b c u l t u r e ) f o r e x p e r im e n t s n e v e r e x c e e d e d t h r e e .
• C e l l s p r e p a r e d in c o v e r s l ip s t a g e f o r c o n f o c a l w o r k w e r e a l l u s e d w i th i n 24 - 4 8
h o u r s a ft e r s u b c u l t u r e .
• T h e c u l t u r e d i s h c o n t a i n i n g t h e c o v e r s l i p fo r t h e e x p e r im e n t t o b e d o n e w a s
r e m o v e d fr o m t h e in c u b a t o r im m e d i a t e ly b e f o r e a d d i t i o n / in c u b a t i o n in t h e 6 0 0
n M T MR M / H B S S s o lu t i o n .
T o s t a n d a r d i z e im a g e t a k i n g ,
• A n a t t e m p t w a s m a d e t o t a k e a l l c o n f o c a l im a g e s w i t h t h e n u c l e a r a r e a o f t h e
c e l l (s ) c e n t e r e d i n t h e p i c t u r e .
G , 2 . D e s c r i p t i o n o f E x p e r im e n t a l M e t h o d s
T o m i n im i z e c o n f o u n d in g o f r e su l t s fr o m p o s s i b l e im a ge f a d i n g fr o m m i c r o s c o p e
l a s e r l i g h t a n d n o rm a l c e l l v a r ia b i l it y , e x p e r im e n t s w e r e h a n d l e d i n o n e o f t hr e e w a y s .
• M e t h o d 1 I m a g e s w e r e c o l l e c t e d c o n s i s t i n g o f a l l
" N e w " c e l l s (n e w a r e a s o n
t h e s l i d e ) . T h e s a m e i m a g e w a s n o t t a k e n tw i c e . M e a n s o f a l l t h e n e w
m i t o c h o n d r ia l a r e a a n d m it o c ho n d r i a l a n d c y t o p la s m i c a v e r a g e p o t e n t i a l s o f
t r e a t e d c e l l s a m p l e s w e r e c o m p u t e d a n d c o mp a r e d t o a l l u n t r e a t e d c e l l s a m p l e s
m e a s u r e d i m d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s . A n y t r e n d s a n d/ o r s i g n i fi c a n c e w e r e
d is p l a y e d b o t h g r a p h i c a l l y a n d s t a t is t i c a l l y .
• M e t h o d 2 A n e w c e l l im a ge w a s t a k e n , f o l l o w e d by o n l y o n e s u b s e qu e n t
im ag e o f t he s a m e a r e a (
" N e w - S a m e
"
c o m b i n a t i o n ). M e a n s o f a l l t h e n e w
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m i t o c h o n d r i a l a r e a a n d m i t o c h o n d r i a l a n d c y t o p la s m i c a v e r a g e p o t e n t ia l s w e r e
c a l c u l a t e d . T h e m e a n s o f a l l t h e s a m e m i t o c h o n d r i a l a r e a a n d m it o c h o n d r ia l a n d
c y t o p l a s m i c a v e r a g e p o t e n t i a l s w e r e c a l c u la t e d . T h e s e
" N e w - Sa m e " t r e a t e d c e l l
s a m p l e s w e r e c o m p a r e d t o a l l u n t r e a t e d c e l l s a m p l e s m e a s u r e d u n d e r t h e s a m e
c o n d it i o n s . T h e t r e n d s w e r e d i s p l a y e d g r a p h i c a l l y .
M e th o d 3 A n e w c e l l i m a g e w a s t a k e n , fo l l o w e d b y su b se q u e n t u n a g e s o f t h e
s a m e a r e a o v e r t im e . T h e m i t o c h o n d r i a l a r e a a n d m it o c h o n d r i a l a n d c y t o p l a s m i c
a v e r a g e p o t e n t i a l s w e r e c a l c u l a t e d fo r e a c h im a g e i n t h e s e r i e s . A n u n t r e a t e d c e l l ,
m e a s u r e d u n d e r t h e s a m e s e q u e n c e w a s s e l e c t e d fo r c o m p a r i s o n . I n a d d i t i o n , t h e
u n t r e a t e d c e l l w a s m a t c h e d t o t h e t r e a t e d c e l l b y c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l
c h a r a c t e r i s t i c s . T h e p e r c e n t c h a n g e fr o m
"
s t a r t
"
o f m i t o c h o n d r i a l a r e a a n d
c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l a v e r a g e p o t e n t i a l w a s c a l c u l a t e d . T h e t r e n d s w e r e
d i sp l a y e d gr a p h i c a l l y .
G . 3 . E x p e r u n e n t s t o D e t e r m i n e B a s e l in e C h a r a c t e r iz a t i o n o f U n t r e a t e d
F i br o b l a s t s
G . 3 . a . M e a n A r e a s a n d A v e r a g e P o t e n t ia l s
M e a n m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a a n d a v e r a g e m e m br a n e p o t e n t i a l s o f
m it o c h o n d r i a a n d c y t o p la sm i n n e w u n t r e a t e d h u m a n fi b r o b l a st s w e r e c a l c u l a t e d f o r
e v e r y c h a m b e r u s e d in a n e x p e r im e n t . O n e t o s i x im a g e s o f n e w u n t r e a t e d c e l l s w e r e
t a k e n w i t h i n t h e f i r s t 15 m i n u t e s a ft e r m o u n t i n g th e c h am b e r o n t h e m i c r o s c o p e .
T h e im a g e s o f
" N e w " u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s u s e d t o d e t e r m i n e t h e s e c e l l u l a r
n u m b e r s a r e l i s t e d i n A p p e n d i x A l .
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G . 3 . b . Sp e c im e n V a r i a b i l i t y
T h e v a r i a b i l i t y o f t h e m i t o c h o n d r i a l a r e a s a n d th e m i t o c h o n d r i a l a n d c y t o p l a sm i c
a v e r a g e p o t e n t i a l s i n n e w u n t r e a t e d h u m a n fi b r o b l a s t s w e r e d e t e r m i n e d . N e w C h a mb e r s
w i t h im a g e s t a k e n n o l a t e r t h a n 15 m i n u t e s a ft e r f i r s t im a g e w e r e u s e d .
G . 3 . b . 1 . V a r i a t i o n b e t w e e n Sa m p l e s
A p pe n d ix A l l i s t s t h e im a g e s o f
" N e w " u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s u s e d t o d e t e r m i n e
t h e v a r ia b i l it y b e t w e e n s a m p l e s . D e s c r ip t i v e s t a t i s t i c s fr o m 1 14 s a m p l e s w e r e c a l c u l a t e d
a n d u s e d t o c o m p a r e t h e v a r i a b i l i t y .
G . 3 . b . 2 . V a r i a t i o n b e t w e e n C h a m b e r s
A p p e n d i x A l U s t s t h e 3 6 c h a m b e r s a n d im a g e s o f
" N e w " i m t r e a t e d fi b r o b l a s t s
u s e d t o d e t e r m in e v a r i a b i l it y be t w e e n c h a m b e r s . D e s c r ip t iv e s t a t i s t i c s fr o m 36 d i f f e r e n t
c h a m b e r w e r e u s e d t o c o m p a r e t h e v a r i a b i l i t y .
G . 3 . b . 3 . V a r i a t i o n w i t h i n C h a m b e r s
A p p e n d i x A 3 U s t s t h e c h a m b e r s a n d im a g e s o f
" N e w " u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s u s e d
t o d e t e r m i n e v a r i a b i l i t y w it h i n i n d i v i d u a l c h a m b e r s . O n e C h a m b e r fr o m e a c h m o n th o f
e x p e r im e n t s w a s u s e d fo r c o m p ar i s o n a n d d e s c r i p t i v e s t a t i s t ic s fr o m t h e s e c ha m b e r s w e r e
u s e d t o c o m p a r e t h e v a r i a b i l i t y .
G . 3 . C . T im e D e p e n d e n c e
M i t o c h o n d r i a l a r e a a n d c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l a v e r a g e p o t e n t i a l s o f n e w
i m t r e a t e d fi b r o b l a s t s fr o m 0 m i n u t e s t o 2 . 5 h o u r s w e r e c o m p a r e d . T h i s e x p e r im e n t w a s
d e s i g n e d t o d e t e r m i n e i f u n t r e a t e d c e l l s s h o w e d a n y c h a n g e in a r e a s a n d p o t e n t i a l s w he n
p l a c e d a t r o o m t e m p e r a t u r e a ft e r b e i n g r e m o v e d fr o m th e 3 7
° C h v im i d i fi e d i n c u b a t o r .
T h e im a g e s o f
" N e w
"
u n t r e a t e d fi br o b l a s t s u s e d t o d e t e r m in e m e a n a r e a s a n d p o t e n t i a l s
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w e r e g r o u p e d i n t im e i n c r e m e n t s o f 0 - 1 5 m i n u t e s , 15 - 3 0 m i n u t e s , 3 0 - 6 0 m i n u t e s , 6 0 - 12 0
m i n u t e s a n d g r e a t e r t h a n 2 h o u r s . T h e s e a r e l i s t e d i n A p p e n d i x A l . T h e t r e n d i n m e a n
a r e a s a n d p o t e n t i a l o v e r t im e w e r e g r a p h e d a n d t h e m e a n s in e a c h t im e c a t e g o r y
s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e d t o t h e b a s e a v e r a g e s .
G . 3 . d . D e t e r m i n a t io n o f t h e E f fe c t o f L a s e r L i g ht o n F l u o r e s c e n c e i n S u b s e q u e n t
I m a g e s o f S a m e A r e a
A p p e n d i x A 4 l i s t s im a g e s o f
" N e w " u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s u s e d t o s t u d y t h e
p o t e n t i a l p r o b l e m o f f a d i n g w it h l a s e r e x c it a t i o n w h e n t h e s a m e im a g e i s t a k e n m u l t i p l e
t im e s . T h e c h a n g e i n m e a n a r e a a n d p o t e n t i a l w a s g r a p h i c a l l y p r e s e n t e d a s w e ll a s
p i c t u r e s d i s p l a y in g t h e s e c h a n g e s .
G . 3 . e . C o m p a r i s o n o f D i f fe r e n t Z o o m Fa c t o r s
T h e s e e x p e r im e n t s w e r e d e s ig n e d t o fi n d t h e z o o m f a c t o r t h a t p r o v i d e d t he b e s t
im a g e c l a r it y a n d t h e m o s t a c c u r a t e A W r e a d in g s . I n c r e a s i n g p i x e l s i z e s i n a n im a g e w i l l
d e c r e a s e t h e l e v e l o f fi n e d e t a i l a n d c a n c o n t r i b u t e t o a n u n d e r e s t im a t i o n o f fi n a l p o t e n t ia l
v a l u e s . I m a g e s o f
" N e w " u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s u s e d t o d e m o n s t r at e z o o m f a c t o r
d i f f e r e n c e s a r e l i s t e d i n A p p e n d i x A 4 . T h e p e r c e n t c h a n ge fi
-
o m Z o o m 2 . 0 t o Z o o m 1. 0
,
Z o o m 1. 5
,
Z o o m 2 . 5 a n d Z o o m 3 . 0 w e r e c o m p a r e d . P i c t u r e s w e r e u s e d t o d e m o n s t r a t e
d i f f e r e n c e s in z o o m fa c t o r s .
G . 4 . C o n t r o l s
G . 4 . a . D e t e r m i n a t i o n o f C o n f o c a l A b i l i t y t o D e t e c t C ha n g e i n C y t o p l a s m i c a n d
M i t o c h o n dr i a l A r e a a n d M e m b r a n e P o t e n t i a l
I m a g e s w h o s e m e a n c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l a r e a s a n d p o t e n t i a l s h a v e
e it h e r in c r e a s e d o r d e c r e a s e d w e r e p r e s e n t e d .
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G . 4 . b . D e t e r m i n a t i o n o f C C C P E f fe c t s o n t h e M it o c h o n d r i a l M e m br a n e P o t e n t i a l
o f N e w U n t r e at e d F i b r o b l a s t s
A p p e n d ix A 6 l i s t s t h e im a g e s t h a t w e r e u s e d t o d e m o n s t r a t e c h a n g e in
" N e w "
u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s be f o r e a n d a ft e r a dd it i o n o f 7 . 5 u L a n d 15 u L C C C P a t a
c o n c e n t r a t i o n o f I m M . Qu a n t it a t i v e c o m p a r i s o n s w i l l b e m a d e o f t h e b e f o r e a n d a ft e r
c o n d i t i o n s a n d p i c t u r e s i l l u s t r a t i n g a n y c h a n g e w i l l b e p r e s e n t e d a n d c o m p a r e d .
G . 4 . C . D e t e r m i n a t i o n o f O l i g o m y c i n E f fe c t s o n t h e M i t o c h o n d r ia l M e m b r a n e
P o t e n t i a l o f N e w U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
A p p e n d i x A 7 h s t s t h e im a g e s u s e d t o d e m o n s t r a t e c ha n g e i n
" N e w " u n t r e a t e d
F i br o b l a s t s b e fo r e a n d a ft e r a d d i t io n o f 4 . 2 u L o f 0 . 4 u M c o n c e n t r a t i o n o f o l i g o m y c i n .
Qu a n t it a t i v e c o m p a r i s o n s w i l l b e p r e s e n t e d g r a p h i c a l l y a n d p i c t u r e s i l l u s t r a t i n g a n y
c h a n g e w i l l b e p r e s e n t e d .
G . 5 . D e t e r m i n a t i o n o f I n t e r l e u k i n - 2 (I L - 2 ) E f fe c t s o n M i t o c h o n d r ia l M e m b r a n e
P o t e n t i a l o f N e w U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
I n t e r l e u k i n - 2 c o n c e n t r a t i o n s o f 10 n g /m l , 10 0 n g /m l a n d 2 0 0 n g / m l w e r e a d d e d t o
c h a m b e r s o f u n t r e a t e d f i br o b l a s t s . I m a ge s b e t w e e n 0 - 15 m in u t e s , 15 - 3 0 m i n u t e s , 3 0 - 6 0
m i n u t e s , 6 0 - 12 0 m i n u t e s a n d 2 4 H o u r s w e r e t a k e n . T h e im a g e i n f o r m a t i o n u s e d i n t he s e
e x p e r im e n t s i s r e f e r e n c e d in A p p e n d i c e s A 2 , A 5 , B 2 , B 3 , C2 a n d C 3 . E x p e r im e n t a l
m e t h o d s 1
,
2 a n d 3 w e r e a p p Ue d t o t h e v a r i o u s im a g e s a n d c o m p a r e d t o u n t r e a t e d
fi b r o b l a s t s t a k e n i m d e r t h e s a m e t e s t c o n d i t i o n s . T h e e x p e r im e n t s w e r e d e s i g n e d t o
d e t e c t a n y c h a n g e c a u s e d by I L - 2 t r e a tm e n t a n d t o d e t e c t a n y d i f f e r e n c e s in t h e t h r e e
e x p e r im e n t a l m e t h o d s . T h e t h r e e m e t h o d s w e r e e v a l u a t e d t o d e t e r m i n e t h e b e s t a c c u r a c y
a n d r e l i a b i l i t y f o r t h e e x p e r im e n t , a s w e l l a s a n y a p p a r e n t a d v a n t a g e s o r d i s a d v a n t a g e s i n
t h e m e t h o d s .
T o o bt a in a n I L - 2 c o n c e n t r a t i o n o f 10 n g /m l , 2 . 0 2 u L r e c o m b i n a n t I L - 2 w a s
a d d e d t o a p r e p a r e d m i c r o s c o p e c ha m b e r c o n t a i n in g 2 0 0 u L T M R M /H B SS s o lu t io n . I L -
2 10 0 n g /m l r e q u i r e d th e a d d it io n o f 2 2 u L a n d I L - 2 2 0 0 n g / m l r e q u k e d 5 0 u L .
5 5
Se e T a b l e 4 - 3 fo r a m o u n t s u s e d t o p r e p ar e t h e 2 4 h o u r e x p e r im e n t . T h e 2 4 h o u r
in c u b a t i o n m i x t u r e w a s c r e a t e d w it h a c o v e r s i i p i n t h e c u lt u r e p e t r i d i s h e s , i n t h e s a m e
m a n n e r a s t h e c o v e r s i ip p r e p a r a t i o n o u t l i n e d i n M a t e r i a l s a n d M e th o d s C . 2 . T h e
m i x t u r e s d e s c r i b e d i n T a b l e 4 - 3 r e p l a c e d t h e 0 . 2 mL o f c e l l s o l u t i o n t h a t w a s n o r m a l l y
a d d e d t o 2 m L D M EM .
T a b l e 4 - 3 P r e p a r a t i o n o f 2 4 H o u r E x p e r i m e n t
[ i i t e r l e u k i n - 2 D M E M C e l l So l u t i o n
I L - 2 1 d H g /Jn L 0 . 0 1 m L 0 . 8 9 mL 0 . 1 m L
I L n 2 JW n g i^ i t L 0 . 1 m L 0 . 8 0 mL 0 . 1 m L
SL - 2 2 0 0 n g
'
n d 0 . 2 m L 0 . 70 m L 0 . 1 mL
G . 5 . a . E f fe c t o f I n t e r I e u k i n - 2 i n C o n j u n c t io n w i t h C C CP
I n t e r l e u k in - 2 a t c o n c e n t r a t i o n s o f 1 0 n g / m l a n d 10 0 n g / m l w e r e a d d e d t o
c h a m b e r s o f u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s . V o l u m e s o f o f 7 . 5 u L o r 15 u L o f 1 m M s o l u t i o n o f
C C CP w e r e a d d e d t o t h e I L - 2 t r e a t e d fi b r o b l a s t s . I m a g e s w e r e t a k e n a t t im e i n t e r v a l s
be t w e e n 0 - 15 m i n u t e s . T h e im a g e i n f o r m a t io n u s e d in t h e s e e x p e r im e n t s i s r e f e r e n c e d i n
A p p e n d i c e s A 6 , B 4 a n d C 4 .
56
V . R e s u l t s
A . Ch a r a c t e r iz a t i o n o f U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
A . 1 . M e a n P e r c e n t A r e a a n d A v e r a g e P o t e n t i a l
T h e m e a n v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d fr o m th e im a g e s o f 1 14 s a m p l e s Us t e d i n
A p p e n d i x A l . T hi r t y s ix d i f f e r e n t fi br o b l a s t c h a m b e r s w e r e u s e d fr o m A u g u s t 19 9 7 t o
A p r i l 19 9 8 . E a c h c ha m b e r m o u n t e d o n t h e m i c r o s c o p e h a d fr o m o n e t o s ix im a g e s o f
u n t r e a t e d c e l l s t a k e n b e f o r e a n y e x p e r im e n t s be g a n . T h i s s e t r e p r e s e n t s im a g e s o f c e l l s
t a k e n in t h e f i r s t fi ft e e n m i n u t e s a ft e r m o u n t i n g o n t h e m i c r o s c o p e . T hi s w a s d o n e t o
e l i m i n a t e a n y p o s s ib l e e n v ir o n m e n t a l v a r i a b l e s t ha t c o u l d e f fe c t t h e c e l l s a n d d i s t o rt t h e
a v e r a g e . I f a n e n t ir e c e l l c o u l d n o t b e fi t in t h e im a g e , a n a t t e m p t w a s a l w a y s m a d e t o
c e n t e r t he n u c l e u s
,
s i n c e t h e z o o m f a c t o r m u s t b e k e p t c o n s t a n t .
R a w d a t a u s e d t o c a l c u l a t e m e a n s o f c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a s
a n d a v e r a g e m e m b r a n e p o t e n t ia l s o f
" N e w " u n t r e a t e d h u m a n fi b r o b l a s t s a r e Us t e d i n
T a b l e 5 - 1 ba s e d o n t h e r a w d a t a fr o m A p p e n d i x D l . T h e m e a n m it o c h o n dr i a l p o t e n t i a l
o f 1 19 m E v w a s a p p r o x im a t e ly e q u a l t o t h e m e a n f o u n d i n i n t a c t l y m p h o c y t e s o f 12 0
m E v (B r a n d a n d F e lb e r , 19 84 ) .
T a b l e 5 - 1 M e a n s F r o m 1 1 4 Sa m p l e s o f N e w U n t r e a t e d F i b r o b l a s t s
P e r c e n t A r e a
A v e r a g e P o t e n t i a l
C y t o p l a s m ic :
M i t o c h o n d r ia l
C y t o p la s m ic
M i to c h o n d r ia l
0 64 6 9 =
0 . 3 5 3 9 =
6 4 6 9 ± 3 3 1 %
3 5 . 3 9 ± 3 2 9 %
5 5 7 7 4 9 + 0 8 2 12 m i l l i v o lt s
1 19 4 0 26 + 2 3 06 2 m i l l i v o l t s
5 7
A . 2 . V a r i a b i l it y
A . 2 . a . B e t w e e n A l l Sa mp l e s :
T h e t y p i c a l v a r i a b i l i t y fo u n d i n
"
N e w " u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s i s i l l u s t r a t e d i n t h e
b l a c k a n d w h it e a n d c o l o r p i c t o r i a l e x a m p l e s i n F i g u r e 5 - 1 . T h e s e im a g e s r e fl e c t t he
d i f f e r e n t s i z e s
,
s h a p e s a n d m i t o c ho n dr i a l a c t i v i t y t h a t w e r e e v i d e n t . W e d id n o t a t t e mp t
t o c o o r d in a t e o u r e x p e r im e n t s t o a s p e c i fi c s t a g e o f t h e fi br o b l a st g r o w t h c y c l e . W h i l e
t h e p r o c e d u r e o f s u bc u l t u r e , c o v e r s l i p p r e p a r a t i o n a n d m i c r o s c o p e u s a g e w e r e k e pt t he
s a m e t h r o u g h o u t t h e e x p e r im e n t s , t h e r a n g e o f c e l l v a r i a b iUt y w a s s t i l l w i d e .
T h e c y t o p l a s m a n d m i t o c h o n d r i a l a v e r a g e p o t e n t i a l s in t h e s c a t t e r p l o t s i n F i g u r e
5 - 2 w e r e c e n t e r e d a r o u n d a m e a n o f 5 5 m E v a n d 12 0 m E v
,
r e s p e c t i v e l y . T h e r e a p p e a r t o
be t h r e e t o s i x o u t l i e r s i n t h e m i t o c h o n d r ia l p o t e n t i a l s c a t t e r p l o t . T h e m i t o c h o n d r i a l
p e r c e n t a r e a s r a n g e fr o m 10% t o 9 0% , b u t a p p e a r t o h a v e e q u a l p o i n t s a bo v e a n d b e l o w
t h e m e a n .
A n e x a m i n a t io n o f t h e h i s t o g r a m fr e q u e n c i e s s h o w e d t h a t t h e c y t o p l a s m p o t e n t i a l
d e p i c t e d a fa ir l y n o r m a l d i s t r i b u t i o n , w it h a m e a n o f 5 5 . 7 74 9 , m e d i a n o f 5 5 . 7 3 3 9 a n d
m o d e o f 5 7 . 84 9 5 (F i g u r e 5 - 3 a n d T a b l e 5 - 2 ) . T h e m i t o c h o n dr i a l p o t e n t ia l w a s s im i l a r
w it h a m e a n o f 1 19 . 4 02 6 , a m e d i a n o f 1 18 . 2 3 94 a n d a m o d e o f 12 1. 9 3 5 3 . T h e
m it o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a r e p r e s e n t e d a r i g h t o r p o s it i v e s k e w w it h a m o d e o f 0 . 17 34
( 17% ) b e i n g a p p r o x im a t e l y ha l f t h e m e a n o f 0 . 3 5 3 9 (3 5% ) a n d m e d i a n o f 0 . 3 2 0 6 (32 %) .
T h e r a n g e o f v a r i a b i Ut y w a s a l s o e v i d e n t i n t h e d e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s s h o w n in
T a b l e 5 . 2 . T h e s a m p l e v a r i a n c e a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n w a s h i g h e s t in t h e m i t o c h o n d r i a l
p o t e n t i a l w i t h a v a r i a n c e o f 15 7 . 8 4 6 2 a n d d e v i a t i o n o f 12 . 5 6 37 . T he r a n g e i n t h e
c y t o p l a s m p o t e n t i a l w a s 2 3 . 4 2 7 7 , w it h a m i n i m u m o f 4 4 . 0 1 12 a n d a m a x im u m o f
6 7 . 4 3 8 9 . T h e m i n im u m a n d m a x i m u m f o r t h e m i t o c h o n dr i a l p e r c e n t a r e a a ls o
r e p r e s e n t e d a l a r g e d i f f e r e n c e fr o m 0 . 0 04 9 t o 0 . 86 7 2 (4% - 8 6%) .
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T a b l e 5 - 2 D e s c r i p t i v e S t a t i s t i c s V a r i a b i l i t y i n N e w U n t r e a t e d F i b r o b l a s t s
M e a n
S ta n d a rd E r r o r
M e d ia n
M o d e
S ta n d a rd D e v i a t i o n
S a m p le V a r ia n c e
S k e w n e s s
R a n g e
M i n im u m
M a x im u m
C o u n t
A v e r a g e P o t e n t ia l
Cy t o p l a s m M it o c h o n d r ia
5 5 . 7 7 4 9
0 4 1 9 0
5 5 7 3 3 9
5 7 84 9 5
4 4 7 34
2 0 0 1 1 5
0 1 96 2
2 3 4 2 7 7
4 4 0 1 1 2
6 7 4 3 8 9
1 14
1 19 . 4 0 2 6
1 1 7 6 7
1 18 2 3 9 4
12 1 9 3 5 3
12 5 6 3 7
15 7 8 4 6 2
1 . 8 1 3 5
7 7 2 4 6 9
10 0 5 7 14
17 7 8 18 3
1 14
Pe r c e n t A r e a
iS» t o p >a s m
"
M it o c h o ir i lr ia
0 . 6 4 6 9
0 0 16 9
0 6 7 9 4
0 6 6 4 1
0 18 0 1
0 0 3 2 4
- 0 . 82 4 0
0 8 6 2 3
0 13 2 8
0 9 9 5 1
1 14
0 . 3 5 3 9
0 0 16 8
0 3 2 0 6
0 17 3 4
0 17 9 1
0 0 3 2 1
0 84 7 1
0 8 6 2 3
0 0 0 4 9
0 8 6 7 2
1 14
A . 2 . b
.
V a r i a b i l i t y B e t w e e n C h a m b e r s
D e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s o n v a r i a b i l it y o f t h e m e a n s o f 3 6 c h a m b e r s o f
" N e w '
u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s a m p l e s a r e r e p o r t e d in T a b l e 5 - 3 b a s e d o n t he r a w d a t a m
A p p e n d i x G . T h e p o t e n t i a l s a n d p e r c e n t a r e a s f o r t h e s a m e 1 14 sa m p le s w e r e
a c c u m u l a t e d b y c h a m b e r , a n d t h e m e a n s o f 3 6 c h a m b e r s c o m p a r e d t o m e a s u r e a
g e n e r a l d i f f e r e n c e be t w e e n c ha m b e r s . T h e s t a n d a r d d e v i a t i o n a n d s a m p l e
v a r i a n c e a r e bo t h r e d u c e d w h e n c o mp a r e d t o t h e s a m e v a l u e s in T a b le 5 - 2 . T h e
v a r i a b i l i t y d e c r e a s e i s a l s o e v i d e n t i n t h e r a n g e , h o w e v e r v a r i a b i l i t y s t i l l e x i s t s .
T a b le 5 - 3 D e s c r i p t i v e S t a t i s t i c s V a r i a b i l i t y B e tw e e n C h a m b e r s
A v e r a g e P o t e n t ia l
iSv ito EHa s Th M it o c hw i d ri a
M e a n
S t a n d a r d E r ro r
M e d ia n
M o d e
S t a n d a r d D e v ia t io n
S a m p le V a r ia n c e
S k e w n e s s
R a n g e
M in im u m
M a x im u m
C o u n t
5 5 . 5 6 8 9
0 5 6 16
5 5 2 6 5 1
# N /A
3 3 6 9 7
1 1 3 5 5 0
0 2 9 0 6
12 8 7 6 5
4 9 7 6 8 3
6 2 6 4 4 9
3 6
1 1 8 . 7 7 9 0
1 7 9 3 6
1 16 9 9 9 2
# N / A
10 7 6 1 4
1 15 8 0 6 7
1 6 5 5 0
6 0 0 6 8 5
10 0 7 6 8 3
16 0 8 3 68
3 6
P e r c e n t A r e a
C y t o p la s m M it o c h o n <I S a
0
. 6 7 3 0
0 0 2 4 9
0 7 0 4 5
# N /A
0 14 9 2
0 0 2 2 3
- 0 6 9 6 1
0 6 9 13
0 2 9 5 7
0 9 8 7 0
3 6
0 . 3 2 8 3
0 0 2 4 6
0 2 9 5 5
# N /A
0 14 7 7
0 0 2 1 8
0 7 2 8 4
0 6 9 13
0 0 1 3 0
0 7 0 4 3
3 6
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F i g u r e 5- 1
E x a m p l e s o f T y p i c a l V a r i a b i l i t y i n N e w U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
'm
jjg ^
Cy t o p l a s m A r e a %
= 6 1%
M i t o l A r e a % = 3 9 %
P o t e n t i a l = 6 0 mE v
P o t e n t i a l = 12 8 m E v
C y t o p la s m A r e a %
= 86%
M i t o l A r e a % = 14 %
Po t e n t i a l = 5 8 m E v
P o t e n t i a l = 10 5 m E v
C y t o p la sm A r e a %
= 5 7 %
M i t o l A r e a % = 4 3 %
P o t e n t i a l = 4 7 m E v
P o t e n t i a l = 13 9 m E v
Cy t o p l a s m A r e a %
= 68%
M it o l A r e a % = 3 2%
Po t e n t i a l = 5 3 m E v
P o t e n t ia l = 12 6 m E v
m
C y t o p l a s m A r e a %
= 5 5 %
M i t o l A r e a % = 4 5%
P o t e n t i a l = 6 1 mE v
P o t e n t i a l = 12 7 m E v
C y t o p l a s m A r e a %
= 2 0 %
M i t o l A r e a % = 80 %
P o t e n t i a l = 59 mE v
P o t e n t i a l = 12 8 m E v
& )
F i g u r e 5 - 2 S c a t t e r p l o t s o f V a r i a b i l i t y i n U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
Sc a t te r p l o t Cyto p t a s m A v g Po t e n t ia l U r lre a t e d
^ ^ l 4 JM W B K m M l J fe J d $ a . JW ^l ^ y M t ^ U U U . m u U > i * ^ ! ^ M
Sc a t e r p l o t M t o c h o n d i i a A v g Po t e n t i a l U i & e a t e d
20 0
_ 150
O
a .
< 50
I SO
- - — - * — r j —
I , oo :w «^ vA^ ^ * ^r f :i ^
5 0
Sa mp l e s
10 0
U Se ri e s I
S c a t t e r p l o t M i t o c h o n d ri a A r e a Pe r c e n t Uh t r e a t e d
V 0 70
S 0 6 0
? 0 5 0 Se n e s i
0 10 - — ^ - ^ - ^ —
Q0 o 4- , ; i s ;
50
Sa mp l e s
100
6 1
F i g u r e 5 - 3 H i s t o g r a m F r e q u e n c i e s f o r N ew U n t r e a t e d H u m a n F i b r o b l a s t s
j ^ j v i ^ a
-
; S B ! ^ B g CT « j ^ !i ^ j i ' W ^ ^ ' M ^ J4 81 '^ M ra i
H i s t o g r a m C y t o p l a s m P o t e n t i a l
U n t r e a t e d N e w F i b r o b l a s t s 0 - 1 5 M i n u t e s
1 6 - r — -
1 4
1 0 - -
8
1^
I I
l i
I
l > J I M I fa t [ U , M , k
^ F r e q u e n c y
2 - -
0
V ^
"
"
« ,
<*
C .
^ ^ "^ J ^ J " K * ^ ^ ^
^ ^ !? <S ' 4 > <S> <$ • & - ^
B i n
i t > M » M « 4 , « . i » !. M ^ « i i w i i» a . . j » j , « fa » . ; LW i a a . « ^ ^^
H i s t o g r a m M it o c h o n d r i a P o t a n t i a l
U n t r a a t a d N e w F i b r o b l a s t s 0 - 1 5 M i n u t e s
3 0
2 5
2 0
S 1 6
I
I^ F r e q u e n c y ]
l 71.
|
E Si /
|
n
1
n
I
i tn r I
# < p
^
< ? < ? .#
^
.
.?
^#
^
^
# ^ > ??
"
i fc m m . f >i
Hi s t o g r a m M it o c h o n d r i a A r s a %
U n t e a t e d N e w Fi b r o b la s t s 0 - 1 5 M i n
Ea F r e q u e n c y
o
'
o
"
o o
6 2
A . 2 . C . V a r i a b i l i t y w it h i n I n d i v i d u a l C h am b e r s
D e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s o n v a r i a b i l it y w i t h in s e v e n d i f f e r e n t c h a m b e r s o f
" N e w " u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s a r e r e p o rt e d i n T a b l e 5 - 4 b a s e d o n t h e r a w d a t a i n
A p p e n d i x D 3 . O n e c h a m b e r fr o m e a c h m o n t h o f t e s t i n g w a s u s e d . A r e v i e w o f
t h e n u m b e r s i n d i c a t e d t h a t v a r ia b i l it y w i t h i n c h a m b e r s w a s l o w e r t h a n t h e
v a r i a b i l it y b e t w e e n c h a m b e r s o r b e t w e e n s a m p l e s .
T a b le 5 - 4 D e s c r i p t iv e S t a t i s t i c s V a r i a b i l i t y W i t h i n C h a m b e r s
JCy t o p ta s m M it o c h o n d rt i C y t o p la s m M it o c h o n d ri a
A u g u s t - 9 7
M e a n
S t a n d a r d E r r o r
M e d ia n
M o d e
S t a n d a rd De v i a t io n
S a mp le V a r i a n c e
S k e w n e s s
R a n ge
M in im u m
M a x im u m
C o u n t
S e p t em b e r - 9 7
5 7 . 9 2 8 8
2 5 80 9
60 35 20
# N /A
5 7 7 1 1
33 30 5 1
- 0 9 52 1
1 3 9 36 3
4 9 3 27 1
6 3 2 63 4
5
1 2 9 . 4 6 3 0
6 58 57
1 3 1 28 1 6
# N/A
14 7 260
2 16 854 1
0 20 98
34 4 7 5 9
1 14 39 6 1
1 4 8 87 20
5
0 . 3 5 6 4
0 0 67 8
0 3 506
# N / A
0 1 5 1 7
0 0 23 0
1 2 0 13
0 3 82 1
0 2 17 1
0 5 99 1
5
0 . 6 4 3 6
0 06 78
0 64 94
# N /A
0 1 5 1 7
0 02 30
- 1 2 0 13
0 38 2 1
0 4 0 09
0 7 8 29
5
M e a n
S t a nd a rd E r r o r
M e d i a n
M o d e
S t a n d a rd D e v i a t i o n
S a m p le V a r ia n c e
S k e w n e s s
R a n g e
M i n i m u m
M a x im u m
C ou n t
O c t o b e r - 9 7
5 1 . 3 9 8 0
1 4 3 5 1
50 0 24 8
# N/A
3 20 8 9
1 0 2 97 1
0 66 8 3
7 3 31 5
4 8 4 1 04
55 7 4 19
5
1 3 6 . 3 5 1 9
3 3 37 9
1 37 1 4 4 9
# ^4/A
7 4 6 3 8
55 7 0 81
0 2 05 9
1 7 8 14 8
12 8 3 660
1 4 6 1808
5
0 . 3 1 2 8
0 0 86 2
0 2 60 6
# N /A
0 192 7
0 0 37 1
0 957 8
0 4 7 1 7
0 1 32 8
0 6 0 4 6
5
0 . 6 8 7 2
0 086 2
0 7 3 9 4
# N/A
0 1 9 27
0 03 7 1
- 0 9 57 8
0 47 17
0 39 54
0 86 72
5
M e a n
S t a n d a rd E r r o r
M e d i a n
M o d e
S ta n d a r d De v i a t i o n
S a m p le V a r i a n c e
S k e w n e s s
R a n g e
M i n im u m
M a x im u m
C o u n t
5 7 . 9 6 1 6
1 0 1 7 3
5 7 8 4 95
# N /A
1 7 6 2 1
3 104 9
0 2 852
3 5 1 8 8
56 2 5 8 3
5 9 7 7 7 1
3
1 2 0 . 2 6 5 9
1 1 7 7 0
1 2 0 86 85
# N /A
2 03 86
4 1 559
- 1 2 14 0
3 94 14
1 1 7 99 39
1 2 1 93 53
3
0 . 6 9 8 2
0 0 1 7 1
0 7 1 3 2
# N /A
0 0 2 96
0 0 0 0 9
- 1 6 9 4 3
0 0 5 3 2
0 66 4 1
0 7 1 7 3
3
0 . 3 0 1 8
0 0 1 7 1
0 286 8
#N /A
0 02 9 6
0 000 9
1 6 9 4 3
0 05 32
0 2 82 7
0 335 9
3
63
T a b le 5 - 4 (C o n t . ) D e s c r i p t i v e S t a t is t i c s V a r i a b i l i t y W i t h i n C h a m b e r s
i iB n u a r v - 9 8
» ,P f H- 9 8
A v e r a g e P o te n f i^ P e r c e n t A r e a
c y t o p la s m M ito c h o n a rf i C y t o p la s m M it o c h o n d ri a
M e a n 5 1 . 9 8 9 4 1 1 8 . 2 7 9 0 0 . 7 6 0 4 0 . 2 3 9 6
S t a n d a r d E r r o r 0 8 2 7 1 1 8 9 7 1 0 0 2 2 6 0 0 2 2 6
M e d ia n 5 2 3 6 3 5 1 1 7 8 3 5 4 0 7 5 7 8 0 2 4 2 2
M o d e # N /A # N /A # N/A # N /A
S t a n d a r d D e v i a t io n 2 02 59 4 64 6 9 0 05 54 0 0 554
S a mp le V a r i a n c e 4 104 1 2 1 5936 0 0 03 1 0 0 03 1
S l<e w n e s s - 0 4 00 2 - 0 14 6 6 0 0 89 2 - 0 08 92
R a n ge 4 6 96 5 1 3 928 5 0 137 2 0 137 2
M in im u m 4 9 38 67 1 1 1 07 8 1 0 6 92 7 0 1 7 00
M a x im u m 5 4 0 832 125 006 5 0 830 0 0 3 07 3
C o u n t 6 6 6 6
M e a n 5 7 . 8 1 1 6 1 2 0 . 3 3 7 3 0 . 6 0 1 1 0 . 3 9 8 9
S t a n da rd E n o r 0 7 187 0 6 14 4 0 009 9 0 0 099
M e d ia n 5 7 3 64 4 1 19 84 2 8 0 6 0 55 0 3 945
M o d e #N /A # N /A # N /A # N /A
S t a n d a rd D e v i a t io n 1 6 0 7 1 1 3 7 38 0 0 2 2 2 0 02 22
S a m pl e V a r i a n c e 2 5 8 28 1 8 8 7 5 0 0 00 5 0 00 0 5
S k e w n e s s 0 4 4 6 5 1 84 7 4 - 0 7 4 7 2 0 7 4 7 2
R a n ge 3 64 1 5 3 2 9 12 0 05 5 9 0 0 55 9
M i n im u m 5 6 2 2 1 2 1 1 9 4 09 9 0 56 8 4 0 3 7 56
M a x im u m 5 9 8 62 7 122 7 0 12 0 6 24 4 0 4 3 1 6
C o u n t 5 5 5 5
l i a f d i ' ^ 8
M e a n 6 2 . 6 4 4 9 1 1 3 . 2 3 9 7 0 . 5 6 2 8 0 4 3 7 2
St a n d a r d E r r o r 1 4 80 1 2 1 29 5 0 04 4 6 0 04 4 6
M e d ia n 6 0 7 4 36 1 1 3 8 7 1 7 0 568 7 0 4 3 13
M o d e # N /A # N /A # N/A # N/A
S ta n d a r d D e v i a t i o n 3 3 096 4 7 6 1 6 0 099 7 0 0 997
S a mp le V a r i a n c e 1 0 95 37 2 2 67 2 8 0 00 99 0 0 099
S l<e w n e s s 0 5 94 8 0 2 7 5 3 0 7 4 26 - 0 7 4 26
R a n g e 6 7 8 1 0 1 2 8 4 82 0 24 4 2 0 2 4 4 2
M i n im u m 5 9 83 6 8 1 0 7 1 5 7 6 0 4 6 7 4 0 2 884
M a x im u m 66 6 1 7 8 12 0 0 05 9 0 7 1 1 6 0 5 326
C o u n t 5 5 5 5
M e a n 6 0 . 8 5 9 9 1 2 1 . 7 1 7 0 0 4 6 7 3 0 . 5 3 2 7
S t a n d a rd E r r o r 3 4 05 2 0 7 10 1 0 08 92 0 0 892
M e d ia n 59 09 4 6 12 1 5 95 5 0 38 88 0 6 1 12
M o d e # N /A # N /A # N/A # N /A
S t a n d a rd D e v i a t io n 5 89 80 1 2 30 0 0 1 5 4 4 0 154 4
S a mp l e V a r i a n c e 34 7 862 1 5 12 9 0 02 38 0 0 23 8
S l<e w n e s s 1 2 26 2 0 4 4 04 1 696 2 - 1 696 2
R a n ge 1 1 39 28 2 4 50 9 0 27 7 3 0 27 73
M i n im u m 56 04 6 1 12 0 5 52 3 0 36 7 9 0 3 5 4 8
M a x im u m 67 4 389 12 3 0 03 3 0 64 52 0 6 32 1
S u m 18 2 57 96 36 5 1 5 1 1 1 4 0 1 9 1 59 8 1
C o u n t 3 3 3 3
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A . 3 . Ch a n g e O v e r T im e
N e w u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s w e r e g r o u p e d in t o t im e c a t e g o r i e s b a s e d o n
t h e ir t im e o u t o f t h e u i c u ba t o r a n d o n t h e m i c r o s c o p e . A l l c e l l s r e q u i r e d a 3 0
m i n u t e i n c u b a t io n t im e i n T MR M / H B S S b e fo r e t h e c o n f o c a l w o r k , s o t h e t im e
i n c r e m e n t s s t a r t e d fr o m t h a t 3 0 m i n u t e t im e p o i n t . A p p e n d i x D l i l l u s t r a t e s t h e
r a w d a t a u s e d t o p r o v i d e F i gu r e 5 - 4 a n d t h e st a t i s t i c s in T a b l e 5 - 5 . I m a g e s w e r e
gr o u p e d i n t u n e in c r e m e n t s o f 0 - 15 m in u t e s , 15 - 3 0 m i n u t e s , 3 0 - 6 0 m in u t e s , 6 0 -
12 0 m i n u t e s a n d g r e a t e r t h a n 2 H o u r s . T h e t im e p o in t s o n t h e g r a p h r e p r e s e n t t h e
m e a n s o f s a m p l e s t a k e n w i t h i n t h o s e m e a s u r e d in t e r v a l s . St a t i s t i c s f o r t w o
s a m p l e T - t e s t s m e a s u r i n g m e a n s o f d a t a c o mp a r e d t o t h e b a s e s a m p l e a t 0 - 15
m i n u t e s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 5 - 5 .
F i g u r e 5 - 4 i l l u s t r a t e s a t r e n d f o r t h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l a n d p e r c e n t
a r e a t o i n c r e a s e o v e r t im e a n d t h e c y t o p l a s m p o t e n t i a l t o d e c r e a s e . T h i s t r e n d w a s
a l s o r e fl e c t e d in t h e St u d e n t ' s T - t e s t s t a t i s t i c s w h e r e p < 0 . 0 5 (o n e - t a i l) o c c u r r e d
f o r m i t o c h o n d r ia l a r e a p e r c e n t a ft e r 15 - 3 0 , 3 0 - 6 0 , 6 0 - 12 0 a n d > 12 0 m i n u t e s a n d
p < 0 . 0 5 (t w o - t a i l ) a t 60 - 12 0 a n d > 12 0 m i n u t e s . T h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t ia l w a s
s i g n i fi c a n t p < 0 . 0 5 (o n e - t a i l a n d t w o - t a i l ) a t 6 0 - 12 0 a n d > 12 0 m i n u t e s . T h e
c y t o p l a s m p o t e n t i a l w a s s i g n i fi c a n t l y d e c r e a s e d p < 0 . 0 5 (o n e - t a i l ) a t 3 0 - 6 0 a n d
6 0 - 12 0 m i n u t e s .
y i s u w j i i r i m s !^
I
F ig u r e 5- 4
Ne w Un t r e a t e d R b r o b la s t s C h a n g e Ov e r T im e
15 0 - r - r 1 0 0
0 8 0 „
♦ - 0 6 0 P
- 0 5 0 »
0 4 0 ^
0 3 0 I
0 2 0 <
1 0 10
0 0 0
* .
#
» .
*
<^ # J
"
T im e
- C yto F b te n t ia l
- M to R j t e n t ia l
— Q rt o A r e a %
— M to A r e a %
^ ^ ^ - r - ^ - " ^ J
6 5
T a b l e 5- 5 T w o S a m p l e T - T e s t o n U n t r e a t e d C h a n g e o v e r T im e
0 - 1 5 M i n u t e s Co m p a r e d t o 1 5 - 30 C o m p a r e d t o 3 0 - 6 0 m i n u t e s
Cy t o P o t e n t ia l
M e a n
V a r i a n c e
O b s e r v a t io n s
d f
P (T < = t) o n e - t a i l
P (T < = t) tw o - t a i l
M e a n
V a r i a n c e
O b s e r v a t io n s
d f
P (T < = t ) o n e - t a i l
P (T < = t ) t w o - t a i l
M i t o % A r ^
M e a n
V a r ia n c e
O b s e r v a t i o n s
d f
P (T < = t ) o n e - t a i l
P (T < = t ) t w o - t a i l
V a r ia b le 1
5 5 . 7 7 4 9
2 0 0 1 1 5
1 1 4
2 7
0 0 9 3 2
0 . 1 8 6 3
V a r ia b le 1
1 19 4 0 2 6
15 7 8 4 6 2
1 14
2 5
0 1 18 2
0 2 3 6 5
V a r ia b le 1
0 3 5 3 9
0 0 3 2 1
1 14
2 5
0 . 0 4 1 S
0 . 0 8 3 1
0- 15 i Wi n u t e s C o m i
I ^ Po t e n ti a i
M e a n
V a r ia n c e
O b s e r v a t io n s
d f
P (T < = t ) o n e - t a i l
P (T < = t ) t w o - t a l l
M i t o P o t e n t i a l
M e a n
V a r i a n c e
O b s r v a t i o n s
d f
P (T < = t ) o n e - t a i l
P (T < = t ) tw o - t a il
M it o % A r e a
M e a n
V a r i a n c e
O b s r v a t io n s
d f
P (T < = t) o n e - ta il
P (T < = t ) tw o - t a i l
V a ri a b le 1
5 5 7 7 4 9
2 0 0 1 15
1 14
1
0 . 0 9 4 2
V a ri a b le 1
1 19 4 0 26
15 7 8 4 6 2
1 14
2
Q. 0 62 r
V a ri a b le 1
0 3 5 3 9
0 0 3 2 1
1 14
1 1 1
V a ri a b le 2 V a ri a b le 1 V a ri a b le 2
5 7 16 2 5
1 7 4 3 0 5
2 0
V a ri a b le 2
55 7 7 4 9
2 0 0 1 1 5
0 . 0 7 9 9
V a ri a b le 1
5 9 0 3 4 3
3 9 7 0 6 7
14
V a ri a b le 2
12 3 3 8 2 6
18 7 6 4 10
2 0
V a ri a b le 2
1 19 4 0 2 6
1 57 8 4 6 2
1 14
17
0 3 8 2 5
0 7 6 4 9
V a ri a b le 1
12 0 3 9 7 1
13 0 6 10 7
14
V a ri a b le 2
0 4 3 6 3
0 0 3 6 0
2 0
0 3 5 3 9
0 0 3 2 1
1 14
17
0 5 0 7 2
0 0 2 8 8
14
0 . 0 0 56
C o m p a r e d t o > ' I 2 0 t n t n t n w i
V a ri a b le 2 V a ri a b le 1 V a ri a b le 2
4 4 8 7 74
4 9 2 0 6
2
V a ri a b le 2
5 5 7 7 4 9
2 0 0 1 15
1 14
16
0 15 3 5
0 3 0 7 0
V a ri a b le 1
5 4 5 3 1 1
15 7 7 9 3
13
V a ri a b le 2
14 6 8 9 0 1
5 4 5 0 5
2
V a ri a b le 2
11 9 4 02 6
15 7 84 6 2
1 14
1 3
0 0^031
0 0062
Va ri a b le 1
1 3 6 0 56 1
3 2 1 8 06 2
1 3
V a ri a b le 2
0 6 9 8 8
0 0 0 0 0
2
o . o om )
0 35 3 9
0 0 32 1
1 14
14
0 . 000 9
0 . 0 0 18
0 6 0 5 4
0 0 5 2 2
1 3
6 6
A . 4 . L a s e r Ph o t o b l e a c h i n g
T h e p o s s i b l e e f f e c t o f p ho t o b le a c h i n g o n d a t a c o l l e c t i o n w a s m i n im a l , h o w e v e r ,
t h e r e i s s o m e t e n de n c y f o r r e p e a t e d e x p o s u r e o f l a s e r l i g h t t o d e c r e a s e t h e fl u o r e s c e n c e o f
a c e l l b e i n g im a g e d a n d t h i s c a n l im i t t h e a b i l it y t o m o n i t o r a s i n g l e c e l l o v e r t im e (L o e w ,
19 9 4 ) . F i g u r e 5 - 5 g r a p h i c a l l y i l l u s t r a t e s c h a n g e s t o a n im a g e th a t w e r e e n c o i m t e r e d
d u r m g m u l t i p l e e x p o s u r e s t o la s e r l i g h t . I m a g e s o n e a n d t w o w e r e u n c h a n g e d , w h i l e
im a g e t h r e e r e fl e c t e d a n i n c r e a s e in c y t o p la sm i c p e r c e n t a r e a w it h a c o r r e s p o n d i n g
d e c r e a s e i n m it o c h o n d r ia l p e r c e n t a r e a . T h e p e r c e n t a r e a s b o t h a p p r o a c he d 5 0% a ft e r t h e
f o u r t h im a g e a n d a pp e a r e d u n c h a n g e d a ft e r t h a t po in t .
F i g u r e 5 - 6 d e m o n s t r a t e s p i c t o r i a l l y t h e c h a n g e fi
-
o m p h o t o b l e a c h i n g s e e n in s o m e
in s t a n c e s w h e n s u c c e s s i v e im a g e s w e r e a c q u i r e d . F i g u r e 5 - 6 d e m o n s t r a t e s a c h a n g e o f
m i t o c h o n dr i a l p e r c e n t a r e a fr o m 3 2% in t h e fi r s t im a g e t o 4 6% m t h e 3 r d im a g e . T h e
m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l o f 1 17 m E v w a s r e d u c e d t o 10 3 mE v . T h i s c ha n g e i n p e r c e n t
a r e a c o u l d b e m i s l e a d in g s in c e m u c h o f t h e a r e a e x i s t s a t p o t e n t i a l s l i g h t l y a b o v e 10 0
m E v a n d c o u l d e a s i l y be c o n f u s e d w i t h c y t o p l a s m . T h e 4 t h im a g e in F i g u r e 5 - 6
i l lu s t r a t e s t h e d i f f e r e n c e be t w e e n b l e a c h e d a n d xm b l e a c h e d a r e a s o f t h e s a m e c e l l w h e n a
z o o m fa c t o r o f 1. OX w a s u s e d . Ph o t o b l e a c h i n g i s a m a j o r f a c t o r t o c o n s i d e r w h e n t r y in g
t o d e t e r m i n e i f c ha n g e s i n fl u o r e s c e n c e r e fl e c t a c h a n g e d u e t o a d d i t i o n o f a t e s t
c h e m i c a l .
■H Jl
R g u r e 5- 5
N e w Un t r e a t e d R b r o b la s t s E f f e c t s w h e n M u l t i p l e Im a g e s o f
Sa m e A r e a a r e T a k e n
15 0 -
S 13 0
S 1 1 0
0 5 0 »
0 10
0 0 0
N i
<>
' '
V<
<>
' '
N i ^
"
S<
<>
' '
Im ag e
- ♦ - - C^ t o Fb te n t i a l
- « - - 1^ 0 Fb te n t i a i
- «— ( ^ o A re a %
- • — IVf to A r e a %
6 7
F i g u r e 5 - 6
E v i d e n c e o f P h o t o b l e a c h i n g a s Su b s e q u e n t I m a g e s o f Sa m e C e l l u l a r A r e a a r e T a k e n
1 s t Im a g e Z O O M 2 0X
C y t o p l a s m A r e a
= 6 8 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 6 3 m E v
M i t o A r e a = 3 2 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 1 1 7 m E v
2 n d Im a g e Z O O M 2 OX
C y t o p l a s m A r e a
= 6 7 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 6 7 m E v
M i t o A r e a = 3 3 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 1 1 0 m E v
3 r d Im a g e Z O O M 2 0 X
C y t o p la s m A r e a
= 5 4 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 7 2 m E v
M it o A r e a = 4 6 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 1 0 3 m E v
N o t e
U n f a d e d a r e a s o f s a m e c e l l w h e n z o o m in g o u t t o 1 OX
E s p lo w e r l e f t a n d l o w e r r ig ht c o r n e r s
4 t h Im a g e Z O O M 1 0 X
C yt o p la s m A r e a = 5 1 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 6 6 m E v
M it o A r e a = 4 9 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 10 8 m E v
6 8
A 5 C o mp a r i s o n o f M i c r o s c o p e Z o o m C h a n g e s
A s i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 5 - 7 , a Z o o m o f 1 5X o r 2 OX p r o v i d e s a p p r o x im a t e l y t h e
s a m e a r e a p e r c e n t s a n d p o t e n t i a l s , h o w e v e r , Z o o m 2 5 X a n d 3 OX t e n d t o l o w e r t h e s e
v a l u e s a n d m a y p r o v i d e u n d e r e s t im a t e s o f t h e c e l l u l a r v a l u e s B e c a u s e Z o o m l OX t e n d s
t o r e f le c t m o r e b a c k g r o u n d, o u r c o m p r o m i s e c h o i c e w a s a Z o o m 2 OX , w h i c h w a s u s e d
t h r o u g h o u t t h e e x p e r im e n t s Se e A p p e n di x D 4 fo r r a w d a t a u s e d t o p r o v i d e F i g u r e 5
- 7
F i g u r e 5 - 7 M i c r o s c o p e Z o o m V a r i a b i l i t y
W
Z O O M 1 OX
C y t o p l a s m A re a % = 7 9 %
M it o A r e a % = 2 1 %
C y t o p l a s m P o te n t i a l
= 5 1 m E v
M it o P o t e n t i a l = 1 2 7 m E v
Z O O M 1 5 X
C y t o p l a s m A r e a % = 7 8 %
M it o A r e a % = 2 2 %
C y t o p l a s m P o t e n t ia l
= 5 4 m E v
M i t o P o te n t i a l = 1 2 6 m E v
Z O O M 2 0 X
C yt o p la s m A r e a %
= 73 %
M it o A r e a % = 2 9 %
C yt o p la s m P o t e n t i a l = 5 5 m E v
M it o P o t e n t i a l = 1 2 8 m E v
Z O O M 2 5 X
C yt o p l a s m A r e a %
= 6 0 %
M it o A r e a % = 40 %
C yt o p la s m P o te n t i a l
= 6 0 m E v
M it o P o t e n t i a l = 1 15 m E v
Z O O M 3 0 X
C yt o p l a s m A r e a %
= 5 0 %
M it o A r e a % = 5 0 %
C yt o p l a s m P o t e n t ia l = 7 0 m E v
M it o P o t e n t i a l = 11 1 m E v
6 9
A 6 C o n t r o l s
A 6 a E v i d e n c e o f C o n f o c a l A b i l it y t o D e t e c t Ch a n g e s in P e r c e n t A r e a a n d
A v e r a g e P o t e n t i a l
I n c r e a s e s o r d e c r e a s e s in t h e c y t o p l a s m i c a n d m it o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a s a n d
m e m b r a n e p o t e n t i a l s o f f i b r o b l a s t s a r e s h o w n p i c t o r i a l l y i n F i g u r e s 5 - 8 a a n d 5 - 8b A n
u n t r e a t e d c e l l
,
w h o se s e c o n d im a g e s h o w e d e x t r e m e fl u c t u a t i o n i n d y e d i s t r i b u t i o n i s
s e e n i n F i g u r e 5 - 8 a T h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l r o s e f r o m 12 4 m E v t o 1 3 8 m E v T h i s
w a s a n u n u s u a l c a s e w i t h n o a p p a r e n t e x p l a n a t i o n a n d w a s p r o v i d e d h e r e t o i l l u s t r a t e t h e
c o n f o c a l a b i l it y t o d e t e c t a n d m e a s u r e c h a n g e s
T h e e f fe c t o f t h e a d d it i o n o f I n t e r l e u k i n - 2 a t 1 0 0 n g/ m l i s s h o w n i n F i g u r e 5 - 8b
w h e r e a d e c r e a s e i n p o t e n t i a l a n d p e r c e n t a r e a o c c u r r e d I n g e n e r a l , w h e n t h e
m i t o c h o n d r i a l a r e a p e r c e n t r e g i s t e r e d a b o v e 7 0 % t o s t a r t , I n t e r l e u k i n - 2 c h a n g e s w e r e
o ft e n m o r e v i s i b l e
F i g u r e 5 - 8 a I n c r e a s e i n M e m b r a n e P o t e n t i a l
«
M ' * ^ V ^
Im a g e 7 s e 0 20 0 8 , U n t r e a t e d
"
N e w
"
f i b r o b la s t
C yt o p la s m A r e a = 3 6 % A v e r a ge P o t e n t i a l
= 7 1 m E v
M It o A r e a = 6 4 % A v e r a g e P o te n t i a l = 1 2 4 m E v
Im a ge 7 s e 0 2 0 0 9 , s a m e im a g e 2
" l a t e r (N o t r e a t m e n t)
C y t o p la s m A r e a = 1 8 % A v e r a ge P o t e n t i a l = 6 1 m E v
M I to A r e a = 8 2 % A v e r a g e P o te n t ia l = 13 8 m E v
F i g u r e 5 - 8 b D e c r e a s e i n M e m b r a n e P o t e n t i a l
i m a ge 7 a u 1 20 1 0 , U n t r e a t e d
"
N e w
"
f i b r o b l a s t
C y to p l a s m A re a = 2 0 % A v e r a g e P o te n t ia l = 5 9 m E v
M it o 1 A r e a = 8 0 % A v e r a g e P o t e n t i a l = 1 2 8 m E v
Im a g e 7 a u 1 2 0 1 2 , s a m e im a g e 5
"
a f t e r a d d i t o n o f 10 0 n g / m i IL - 2
C y to p l a s m A r e a = 5 6 % A v e r a g e P o t e n t i a l = 6 4 m E v
M it o 1 A r e a = 4 4 % A v e r a a e P o t e n t ia l = 10 6 m E v
7 0
A 6 b E v i d e n c e o f C o n f o c a l A b i l i t y t o D e t e c t C h a n g e s C a u s e d b y C C C P
C C CP i s k n o w n t o c a u s e d i s s i p a t i o n o f t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l b y r e n d e r i n g t h e
m i t o c h o n d r i a l i n n e r m e m b r a n e p e r m e a b l e t o pr o t o n s T h e im a g e s i n F i g u r e 5 - 9 s h o w
t h a t c o n f o c a l m i c r o s c o p y c a n de t e c t t hi s c h a n g e T h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d e c r e a s e d
fr o m 12 7 m E v w i t h a n a r e a o f 4 4 % t o 10 8 mE v a n d a n a r e a o f 1% T h i s o c c u r r e d a s
qu i c k l y a s t w o m i n u t e s a ft e r a d d i t i o n o f 7 5 u L C C C P t o n e w f i b r o b l a s t s
F i g u r e 5 - 9
D e c r e a s e i n M e m b r a n e P o t e n t i a l a f t e r A d d i t i o n o f C C C P
Im a g e B e f o r e A d d it io n o f C C C P
C y t o p l a s m A r e a
= 5 5 %
A v e r a g e P o t e n t ia l
= 6 1 m E v
M It o A r e a = 4 4 %
A v e r a g e P o t e n t ia l
= 12 7 m E v
Im a g e 2 M in u t e s A f t e r A d d i t io n o f 7 5 u L C C C P
C y t o p l a s m A r e a
= 9 9 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 4 4 m E v
M it o A r e a = 1%
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 10 8 m E v
7 1
A . 6 . C . E v id e n c e o f C o n fo c a l A b i l it y t o D e t e c t Ch a n g e s C a u s e d b y O l i g o m y c i n
O l i g o m y c i n i n h i b it s t h e F i F o A T P a s e c o m p l e x , b l o c k i n g b o t h A T P
s y n t h e s i s a n d r e s p i r a t i o n A d d i t i o n o f 4 2 u L o f a 0 4 u M s o l u t i o n o f o l ig o m y c i n
r e s u l t e d i n a d e c r e a s e i n p e r c e n t a r e a a n d p o t e n t i a l a s d e m o n s t r a t e d i n F i g u r e 5 -
1 0 .
F i g u r e 5 - 1 0
D e c r e a s e i n M e m b r a n e P o t e n t i a l a f t e r A d d i t i o n o f O l i g o m y c i n
n
I m a g e B e f o r e A d d it i o n o f O l ig o m y c i n
C y to p la s m A r e a = 8 1%
A v e r a g e P o t e n t ia l = 5 1 m E v
M it o A r e a = 19 %
A v e r a g e P o t e n t i a l
= 1 11 m E v
Im a g e 2
"
A f t e r A d d it io n o f 4 2 u L O l igo m y c i n
C yt o p la s m A r e a
= 10 0 %
A v e ra g e P o t e n t ia l
= 4 4 m E v
M i to A r e a - 0 %
A v e r a g e P o t e n t ia l
= 0 m E v
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B . I n t e r l e u k in - 2 E x p e r im e n t s
B . l . M e t h o d 1 : " N e w " C e l l s
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B . 1 . b . M e t h o d 1 E ff e c t s 2 4 H o u r s a ft e r A d d it i o n o f I n t e r l e u k i n - 2
A s u mm a r y o f t h e n u m b e r o f i m a g e s o f
" N e w
"
c e l l s o r n e w a r e a s o n a c o v e r s l i p
w h i c h w e r e t a k e n 2 4 ho u r s a ft e r in c u b a t i o n i n I L - 2 i s p r o v id e d i n T a b l e 5 - 8 . St u d e n t
'
s T -
t e s t a s s u m i n g u n e q u a l v a r i a n c e s u s e d t h e r a w d a t a r e f e r e n c e d i n A p p e n d i x D 5 t o
c a l c u l a t e t h e P - v a l u e s p r e s e n t e d i n T a b l e 5 - 9 . S ig n i f i c a n c e (P < 0 . 0 5) o c c u r r e d w i t h
c y t o p l a sm a n d m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l s a t a n I L
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T a b l e 5 - 8 N u m b e r S a m p l e s o f
" N e w " C e l ls i n 2 4 H o u r s
2 4 Ho u rs
U n t re a t e d
IL ' 2 1 0 n g / m i
4L ' 2 1 0 0 n g / m l
I L - 2 2 0 0 n g / m l
T a b l e 5 - 9 P (T < = t ) O n e a n d T w o T a i l V a l u e s f o r M e t h o d 1
U n t r e a t e d v s I n t e r l e u k l n - 2 a t 2 4 H o u r s
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o f t r e a t m e n t . T he p o t e n t i a l d e c r e a s e d fi ro m 12 7 mE v t o 10 8 mE v . A d d i t io n o f C C CP t o
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o m 3 6% t o 4 1%
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C o m p a r i s o n o f C C C P a n d C C C P w i t h I n t e r l e u k i n - 2 T r e a t e d F i b r o b l a s t s
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T h e d e s i g n o f e x p e r im e n t a l M e t h o d 2 c a l l e d f o r t h e f ir s t
" N e w " c e l l im a g e t o be
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w e r e gr o u p e d i n t o t im e in c r e m e n t s i n t h e s a m e m a n n e r a s M e t h o d 1 . A s u m m a r y o f t h e
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" N e w - S a m e " c e l l c o m b i n a t i o n s a p p e a r s i n T a b l e 5 - 12 . T h e
r a w d a t a f o r t h i s s e t o f e x p e r im e n t s i s r e f e r e n c e d i n A p p e n d i c e s E l a n d E 2 .
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2 t r e a t e d c e l l s a t 15 - 3 0
,
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B . 2 . b . M e t h o d 2 E ff e c t s a ft e r 2 4 H o u r s I n c u b a t i o n i n I L - 2
R e s u l t s o f t h e 2 4 h o u r e x p e r im e n t w i t h M e t h o d 2
" N e w - Sa m e " c o m b i n a t io n s a r e
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D i s c u s s i o n
T h e s u c c e s s f u l u s e o f c o n f o c a l m i c r o s c o p y m e t ho d s a n d f lu o r e s c e n t p r o be s t o
d is p l a y l i v i n g c e l l s a n d o r g a n e l l e s , s u c h a s m i t o c h o n d r i a , c a n n o t be d i s p u t e d . T h e
c h e m i o s m o t ic t h e o r y i n t r o d u c e d b y M i t c h e l l i n 19 6 1 ha s p r o v e n t o be a n e x p l a n a t i o n ,
w h i c h c a n a c c o u n t f o r A T P p r o d u c t i o n m e c h a n i s m s i n m i t o c h o n d r i a . A s m i t o c h o n d r i a l
u n d e r s t a n d i n g e v o l v e d , s o d i d t h e k n o w l e d g e o f i l l n e s s a n d d y s fu n c t i o n t h a t w e r e
u lt im a t e l y a t t r i b u t e d t o m i t o c h o n d r i a l d y s fu n c t i o n (L u ft , 19 9 4 ) . O t h e r s y m p t o m s o f
i l h i e s s , s u c h a s fe v e r a n d fa t ig u e h a v e a l s o b e e n l i n k e d t o t h e c h e m i c a l s p r o d u c e d by
e l e m e n t s o f t h e imm u n e s y s t e m i n r e s p o n s e t o a n t i g e n i c s t im u l a t io n . T h e c y t o k i n e ,
I n t e r l e u k i n - 2 (I L - 2 ) ha s be e n u s e d in c a n c e r t h e r a p y w it h m ix e d r e s u l t s in t u m o r
r e gr e s s io n , h o w e v e r , f a t i g u e p e r s i s t s a s a c o m m o n s i d e e f fe c t . F a t i g u e i s a l s o a n
u n d e r l y in g a s p e c t o f c e r t a in c hr o n i c i l hi e s s e s t h a t ha v e h a d r e p o r t s o f a b n o r m a l
I n t e r le i i k i n - 2 l e v e l s a s c o m p a r e d t o c o n t r o l s . T h e m e c h a n i s m th a t c a u s e s fa t i g u e a n d th e
in t r a c e l l u l a r e f f e c t s o f I L - 2 r e m a i n u n k n o w n . T h i s p r o j e c t u t il i z e d a l l a s p e c t s o f t h e s e
r e c e n t d e v e l o p m e n t s i n a n a t t e m p t t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e c y t o k in e I L - 2 c o u l d c a u s e a
c h a n g e t o t h e p o t e n t i a l o f m i t o c h o n d r i a t o p r o d u c e A T P , a n e v e n t w h i c h c o u l d p e r h a p s
e x p l a i n t h e f a t i g u e a s p e c t o f c e r t a i n i l bi e s s e s .
T h e t o o l s t o m e a s u r e c h a n g e in m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l u s in g c o n f o c a l
m i c r o s c o p y w e r e in p l a c e (C h a z o t t e e t a l . , 19 9 6 ; L o e w , 19 9 4 , L e M a s t e r s e t a l , 1 9 9 3 ) .
T o o l s t o q u a n t i t a t iv e l y m e a s u r e a c ha n g e i n m e m b r a n e p o t e n t i a l w e r e a l s o a v a i l a b l e . O u r
p r o j e c t d e s i g n w a s e x p e c t e d t o d e m o n s t r a t e a n d q u a n t i fy a n y m i t o c h o n dr i a l c h a n g e s t o
l i v i n g h u m a n f i b r o b l a s t s a s a r e s u h o f I L - 2 a d d it i o n . F u r t h e r , t hi s c h a n g e w a s t o be
r e c o r d e d a c c o r d in g t o l e v e l s o f c o n c e n t r a t i o n a n d t im e . G r u s s e t a l . i n 19 9 6 p r o v e d t h a t
f i br o b l a s t s c o n t a i n e d I L - 2 r e c e p t o r s a n d o t h e r w o r k in d i c a t e d t h a t s u p p r e s s i o n o f hu m a n
f i br o b l a s t g r o w t h a n d p r o l i f e r a t i o n by I L - 2 w a s p o s s i b l e (R u b in c h i k a n d L e v i- Sc ha f f e r ,
19 9 6) . T h e r e w a s n o o t he r c o n f o c a l w o r k i n t h e Ut e r a t u r e u s in g o u r pr o p o s e d p r o t o c o l
w it h I L - 2 a n d f i b r o b l a s t s , s o t h e r e w e r e n o e s t a b li s h e d m e t h o d s t o f o l l o w n o r a n y d e s i g n
u p o n w h i c h t o im p r o v e .
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O u r in it i a l e f f o r t s h i g h l i g h t e d s e v e r a l a r e a s m t h e p r o c e s s , w h i c h c o u l d c o n f o u n d
o u r r e s u lt s a n d n e e d e d t o b e c o n s id e r e d . T h e la s e r l i g h t u s e d b y a c o n f o c a l m i c r o s c o p e
c o u l d p r o d u c e s o m e p h o t o b le a c h i n g a n d r e d u c e d f l u o r e s c e n c e i f m u l t i p l e im a g e s o f t h e
s a m e c e l l w e r e t a k e n . T h i s l im it e d o u r a b i l i t y t o fo l lo w t h e c h a n g e t o a s i n g l e c e ll o v e r
t im e . T h e h u m a n f i b r o b l a s t s w e r e a l s o v a r i a b l e e n o u g h t h a t m o v i n g fr o m o n e c e l l t o
a n o t h e r i m d e r t h e m i c r o s c o p e d i d n o t g i v e a t r u e i n d i c a t o r o f c h a n g e w h e n I L - 2 w a s
a d d e d . T h e s e l im it a t i o n s r e q u ir e d t h e d e v e lo p m e n t o f a m e t h o d o l o g y t h a t c o u l d
o v e r c o m e th e s e i n s u f fi c i e n c i e s .
T h e m e t h o d o l o gy t ha t w a s d e v e l o p e d an d p r e s e n t e d h e r e c a n b e d i v i d e d i n t o t w o
p a r t s . T h e f i r s t a s p e c t r e q u i r e d p r o o f t h a t t h e c o n fo c a l p r o c e s s w it h f i b r o b l a s t s w a s
c a p a b l e o f d i s p l a y in g m i t o c h o n d r i a i n f i b r o b l a s t s a n d d e t e c t i n g m e mb r a n e p o t e n t i a l
c h a n g e s . A s u m m a r y p r o v id in g t he t y p i c a l m it o c h o n dr i a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e f i b r o b l a s t
c e l l l i n e t h a t w e w e r e u s i n g w a s a l s o n e c e s s a r y . W h e n t h e s e b a s i c s w e r e s u p p l i e d , t h e
a d d i t i o n o f I L - 2 a n d m e a s u r e m e n t o f c h a n g e s w e r e t h e n a c c o m p l i s h e d a c c o r d in g t o t h r e e
d i f fe r e n t m e t h o d s . D i s c u s s i o n o f t h e r e s u l t s fr o m t h e s e m e th o d s a n d a c o m p a r i s o n o f t h e
a dv a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s o f e a c h m e t h o d w i l l b e p r e s e n t e d fo l l o w in g t he i n i t i a l
c ha r a c t e r i z a t io n s e c t io n .
A . C h a r a c t e r iz a t i o n o f U n t r e a t e d F i br o b l a s t s
T h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f " N e w " u n t r e a t e d f i br o b l a s t s t o d et e r m in e m e a n
c y t o p l a s m i c a n d m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l a n d p e r c e n t a r e a s w a s c o m p l e t e d o n 1 14
sa m p l e s . A H s a m p le s w e r e m e a s u r e d w i t h i n f i ft e e n m i n u t e s o f m o u n t i n g o n t h e c o n f o c a l
m ic r o s c o p e . T h e r e w a s n o a t t e m p t t o c o o r d i n a t e t he c e l l g r o w t h c y c l e w it h i n t h e
f i b r o b l a s t s , o t h e r t h a n t h e s t a n d a r d r o u t i n e o f s u b c u l t u r e a n d m i c r o s c o p e u s a ge w i t h i n 2 4 -
4 8 h o u r s . T h e r e w a s a l w a y s s o m e d e g r e e o f d i f f e r e n c e in t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f
c e l l s
,
fr o m 4 0% c o v e r a g e t o 6 0% c o n f l u e n c e . E v e n w hi l e c a r e f u l a n d c o n s t a n t
p r o c e d u r e s w e r e f o l l o w e d , t h e c e l l s w o u l d s o m e t im e s l a g o r f l o u r i s h i n w a y s t h a t w e r e
d i f fi c u lt t o p r e d i c t . W e a l s o d i d n o t p r o t e c t t h e f i b r o b l a s t s fr o m e n v i r o n m e n t a l s t r e s s
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o n c e t h e y w e r e r e m o v e d fr o m t h e i n c u ba t o r . T h e p r o c e d u r e s w e r e p e r f o r m e d a t r o o m
t e mp e r a t u r e .
T h e m e a n m it o c h o n dr i a l m e m b r a n e p o t e n t ia l o f 1 19 . 4 02 6 ± 2 . 3 0 62 m i l l i v o l t s in
t h e h u m a n fi br o b l a s t s c o r r e s p o n d s t o t h e m e a n o f 12 0 m i l l i v o lt s f o i m d i n l y m p h o c y t e s
(B r a n d a n d F e l b e r , 19 84 ) . A d m i t t e d ly , t h e c e l l t y pe s a r e d i f f e r e n t bu t t h e s im i l a r it y i n
n u m b e r s i s in d i c a t i v e o f a s u c c e s s f u l a pp l ic a t i o n o f o u r p r o c e s s . T h e c y t o p l a s m i c
p o t e n t ia l w a s d e t e r m i n e d t o be 5 5 . 7 7 4 9 + 0 . 8 2 12 m i l l i v o l t s a n d a p p e a r s t o b e m i d w a y
b e t w e e n t h e 4 0 - 80 m i l l i v o lt r a n g e d e fi n e d a t c y t o p l a s m i c p o t e n t i a l . T h e p e r c e n t a r e a s o f
6 5% c y t o p l a sm a n d 3 6% m i t o c h o n d r i a c o r r e l a t e s w e l l t o t h e am o u n t s v i e w e d b y v i s u a l
i n s p e c t i o n o f t h e im a g e s .
V a r i a b i l i t y b e t w e e n fi b r o b l a s t s w a s v i s u a l l y a p p a r e n t a n d s t a t i s t i c a l m e a s u r e m e n t s
a l s o s u p p o r t e d t ha t o b s e r v a t i o n . T h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l s i n u n t r e a t e d fi b r o b l a s t s
r a n g e d fr o m a m i n im u m o f 10 0 . 5 7 14 t o a m a x im u m o f 17 7 . 8 18 3 m i l l i v o lt s a n d th e
c y t o p l a sm p o t e n t i a l s r a n g e d fr o m 4 4 . 0 1 12 t o 6 7 . 4 3 89 m i l l i v o lt s . A r a n g e i n t h e
m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t ar e a o f 0 . 4 9 t o 8 6 . 7 2% a l s o e x i s t e d i n t h e u n t r e a t e d s a m p l e s .
V a r i a b i l i t y w a s a l s o m e a s u r e d b e t w e e n m e a n s o f m i c r o s c o p e c h a m b e r s (e a c h o f w h i c h
c o n t a i n e d o n e t o s i x im a g e s ) a n d w it h i n s e v e n i n d i v i d u a l c h a m b e r s . T h e m i t o c h o n dr i a l
s a m p l e v a r i a n c e o f i n d i v i du a l s a m p l e s w a s r e d u c e d fr o m 15 7 . 84 6 2 t o 1 1 5 . 8 0 6 7 i n t he
m e a n s be t w e e n c h a m b e r s . T h i s v a r i a n c e w a s r e du c e d e v e n fi i r t h e r w i t h i n c h a mb e r s
w h e r e s o m e t y p i c a l v a r i a n c e n u m b e r s w e r e 4 . 15 5 9 a n d 1. 8 8 7 5 . T h i s t r e n d w a s e v i d e n t
f o r t h e c y t o p l a s m p o t e n t ia l s a n d t h e p e r c e n t a r e a s . T h i s t r e n d i n v a r i a b i l it y i s s o m e w h a t
l o g i c a l a n d a n y o t h e r o u t c o m e w o u l d p e r ha p s be s u bj e c t t o q u e s t i o n .
T he m e a n v a l u e s j u s t d e s c r i b e d w e r e c a l c u l a t e d fr o m s a m p l e s t h a t h a d b e e n
m o u n t e d o n t he c o n f o c a l f o r n o l o n g e r t h a n 1 5 m in u t e s . T h i s w a s d o n e w i t h t h e
a s s u m p t i o n t h a t fi b r o b l a s t s k e p t a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r s o m e t im e m a y e x p e r i e n c e a
c h a n g e in t h e ir m e t a b o h s m . I f t im e b e c a m e a f a c t o r , t h e n fo l lo w in g c e l l c h a n g e s o v e r
t im e a ft e r t e s t c h e m i c a l s w e r e a d d e d c o u ld c a u s e i n v a l i d r e s u l t s . T h e r e w a s e v i d e n c e t h a t
i n c r e a s e s i n t im e a t r o o m t e m p e r a t u r e c a u s e d c ha n g e s t o t h e fi b r o b l a s t s . T h e
m i t o c h o n dr i a l p o t e n t i a l a p p e a r e d s t a b l e f o r t h e fi r s t 6 0 m i n u t e s a n d t h e n e x h i b it e d a
m a r k e d i n c r e a s e fr o m a m e a n o f 12 0 m i l l iv o lt s t o a m e a n o f a bo u t 15 0 m i l l i v o l t s . T h e
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p e r c e n t a r e a s h o w e d a c o n t in u e d u p w a r d s t r e n d fr o m a b o u t 4 0% t o 7 0% at 6 0 m i n u t e s .
T h e c y t o p la s m i c p o t e n t i a l r e m a i n e d s t e a d y a t 5 5 m i l l i v o l t s u n t i l 6 0 m in u t e s w h e n it
d r o p p e d t o a bo u t 4 0 m i l l i v o lt s . A s t e a dy d o w n w a r d t r e n d e x i s t e d f o r t he c y t o p la s m i c
p e r c e n t a r e a s t a r t i n g w it h i n t h e fi r s t 15 - 3 0 m i n u t e s . St u d e n t
'
s T - t e s t s o f t h e m e a n s a t
t he s e t im e in t e r v a l s i n d i c a t e s s i g n i fi c a n t c ha n g e s a s t im e a t r o o m t e n q ) e r a t u r e i n c r e a s e d .
F i b r o b l a s t s e n s it i v it y t o r o o m t e m p e r a t u r e c o n d i t i o n s w o u l d Um it m e a s u r e m e n t s o v e r
t im e a n d w o u l d n o t b e v a l i d u n l e s s e n v ir o i m i e n t a l c o n t r o l s a r e a p p l i e d t o t h e c o n fo c a l
m i c r o s c o p e c ha m be r s .
T h e la s e r l i g h t s e n s it iv it y w a s s h o w n bo t h gr a p h i c a l l y a n d p i c t o r i a l l y . I n g e n e r a l ,
a n im a g e c o u l d b e r e p e a t e d th r e e t o fo u r t im e s be f o r e l o s s o f fl u o r e s c e n c e b e c a m e
o b v i o u s . T h i s l im i t a t i o n a n d t h e r o o m t e m p e r a t u r e p r o b l e m s e v e r e ly l im it e d t h e a b il i t y t o
m o n i t o r a c e l l o v e r t im e . T h e s e pr o b l e m s p r o m pt e d t h e n e e d fo r d e v e l o p m e n t o f m e th o d s
t h a t c o u l d a c c o u n t f o r t ho s e l im i t a t i o n s a n d s t i l l p r o v i d e v a l i d r e s u l t s .
T h e c o n t r o l s o f C C C P a n d o l i g o m y c in , b o t h m it o c ho n dr i a l in h i b i t o r s , e x h i b i t e d
c l e a r a n d g o o d e v i d e n c e t h a t t h e e n t i r e p r o c e s s w a s w o r k i n g c o r r e c t ly . A d d i t i o n o f
C C C P c o u l d c a u s e a c e l l w it h a m it o c h o n d r i a l p o t e n t i a l o f 1 2 7 m i l l i v o l t s a n d a p e r c e n t
a r e a o f 4 4% t o b e r e d u c e d t o 10 8 m i l l i v o l t s a n d 1% a r e a a s q u i c k l y a s 2 1/ 2 m in u t e s a ft e r
a d d it i o n o f t h e c h e m i c a l . O l i g o m y c m w a s c a p a b l e o f r e d u c in g a n a v e r a g e fi b r o b l a s t
m it o c h o n d r i a l p o t e n t i a l t o 0 m i l l i v o lt s w it h a n a r e a o f 0% . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t CC C P
i n m a n y c a s e s d i d n o t r e d u c e t h e p e r c e n t a r e a o f m i t o c h o n d r i a b u t d i d r e d u c e t h e
p o t e n t i a l . T h e u s e o f b o t h c h e m i c a l s p r o v i d e d g o o d e v i d e n c e t ha t t h e e n t ir e p r o c e s s w a s
w o r k i n g c o r r e c t l y a n d c o u l d b e m e a s u r e d w i t h t h e t o o ls t h a t w e h a d a v a i l a b l e .
B . I n t e r l e u k in - 2 E f fe c t s o n U n t r e a t e d F i b r o b l a s t s
Wh e n w e e n c o u n t e r e d m o r e c e l l v a r i a b i l i t y t h a n e x p e c t e d a n d a p p a r e n t
fl u o r e s c e n t p h o t o s e n s i t i v i t y , t he r e a p p e ar e d t o b e o n l y s e v e r a l p e r m u t a t i o n s o f w a y s t o
d e v e l o p m e th o d s fo r m e a s u r in g a n y c h a n g e s c a u s e d b y a d d it i o n o f I L - 2 t o fi b r o b l a s t s .
T h e fi r s t p o s s i b i l i t y r e q u ir e d t h e u s e o f im a g e s o f n e w c e l l s o r n e w a r e a s o n l y .
Su b s e q u e n t im a g e s o f t h e s a m e c e l l w e r e n o t t a k e n . B e c a u s e t h e r e is v a r i a b i l it y fr o m c e l l
t o c e l l
,
t h i s m e th o d w o u ld r e qu ir e t h e c o ll e c t i o n o f a la r g e n u m b e r o f s a mp l e s a n d t h e
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c a l c u l a t i o n o f m e a n s t h a t c o u l d be c o m p a r e d b e tw e e n t r e a t e d a n d u n t r e a t e d . St a t i s t i c a l
m e t h o d s w o u l d t h e n b e u s e d t o d e n o t e s i g n i f i c a n c e . We a d d e d t o t hi s m e t h o d t h e
g r o u p i n g o f c e l l s w it h i n t im e i n c r e m e n t s . T he i n c r e m e n t s u s e d w e r e 0 - 15 , 1 5 - 3 0 , 3 0- 6 0 ,
6 0 - 12 0 a n d g r e a t e r t h a n 12 0 m i n u t e s . A 2 4 h o u r e x p e r im e n t w a s a l s o c o n d u c t e d . I L - 2 a t
c o n c e n t r a t i o n s o f 10 n g / m l , 10 0 n g /m l a n d 2 0 0 n g / m l w e r e u s e d .
Si g n i f i c a n t c h a n g e s i n c y t o p l a s m p o t e n t i a l o c c u r r e d w i t h I L - 2 10 n g /m l a s
c o m p a r e d t o u n t r e a t e d s , i n a l l t im e c a t e g o r i e s b u t t h e 3 0 - 6 0 m i n u t e r a n g e . I L - 2 10 0
n g/ m l w a s s i g n i f ic a n t a t 3 0 - 60 a n d 6 0 - 12 0 m i n u t e s a n d I L - 2 2 0 0 n g / m l in a l l t im e
c a t e g o r i e s e x c e p t t h e 0 - 15 m i n u t e r an g e . M it o c h o n dr i a l p o t e n t i a l w a s s i g n i fi c a n t in a l l
c o n c e n t r a t i o n s a t 6 0 - 12 0 m i n u t e s a n d I L - 2 2 0 0 n g /m l s i g n i fi c a n t in a l l t im e c a t e g o r i e s
e x c e p t t h e 0 - 15 m in u t e r a n g e . T h e m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a w a s s i g n i fi c a n t ly d i f f e r e n t
fr o m t he i m t r e a t e d s i n a l l t im e c a t e g o r i e s a t a n I L - 2 c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 0 n g / m l a n d a t 3 0 -
6 0 a n d 6 0 - 12 0 m i n u t e s f o r I L - 2 1 0 n g / m l a n d I L - 2 10 0 n g /m l .
T h e r e a p p e a r e d t o b e a t r e n d fo r I L - 2 a t a l l c o n c e n t r a t i o n s t o c a u s e t h e
m it o c ho n d r i a l p o t e n t i a l a n d p e r c e n t a r e a t o r e m a i n n e a r t h e ir s t a r t in g v a l u e s o v e r t im e i n
c o n t r a s t t o t h e u n t r e a t e d s w ho s e m i t o c ho n d r i a l v a l u e s e l e v a t e d o v e r t im e . W h e n t h e
c y t o p la s m p o t e n t i a l s o f u n t r e a t e d s s h o w e d i n c r e a s e s , t h e I L - 2 t r e a t e d fi b r o b l a s t s e i t h e r
d e c r e a s e d o r r e m a i n e d t h e s a m e . T h i s w a s t r u e f o r a l l c o n c e n t r a t i o n s o f I L - 2 e x c e p t I L - 2
1 0 n g / m l w h i c h i n c r e a s e d t h e c y t o p l a s m p o t e n t i a l w i t h i n 15 m i n u t e s .
W h e n I L - 2 w a s i n c u b a t e d w it h a l l c o n c e n t r a t i o n s f o r 2 4 h o u r s , t h e o n ly
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e fr o m t h e c o n t r o l o c c u r r e d w i t h b o t h c y t o p la s m a n d m i t o c h o n d r i a l
p o t e n t i a l a t t h e I L - 2 2 0 0 n g/ m l c o n c e n t r a t i o n .
Wh e n C C C P w a s a d d e d t o I L - 2 t r e a t e d fi br o b l a s t s , t h e r e s u lt in g r e d u c t i o n i n
m e mb r a n e p o t e n t i a l t ha t i s n o r m a l ly e x p e c t e d d id n o t o c c u r . Wh e n th e a m o u n t o f C C C P
w a s d o u b l e d , t he r e w a s e v e n m o r e r e s i s t a n c e t o c h a n g e i n t h e m i t o c h o n d r i a l p o t e n t ia l a t
a l l c o n c e n t r a t i o n s o f I L - 2 . T h e m i t o c h o n dr i a l p e r c e n t a r e a w a s a l s o s ho w n t o in c r e a s e
w h e n C C CP w a s a d d e d . T h i s f i n d i n g w a s u n e x p la i n e d a n d n o t r e p o r t e d p r e v i o u s l y i n t h e
l it e r a t u r e .
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I n o u r in it ia l s e t o f e x p e r im e n t s , t h e r e w a s s o m e v i s v i a l i n d i c a t io n t ha t t h e
p h o t o b i e a c h in g o b s e r v e d w h e n t a k i n g m u l t i p l e i m a g e s o f t h e s a m e a r e a a p p e a r e d
d i f f e r e n t l y i n t h e I L - 2 t r e a t e d c e l l s . T h e u s u a l p h o t o bi e a c h i n g e f fe c t s h o w e d a r e d u c t i o n
in f l u o r e s c e n c e i n a l l c y t o p l a sm i c o r m it o c h o n d r i a l ar e a s . T h i s f i n d i n g w a s s u pp o r t e d b y
th e v a lu e s g e n e r a t e d in t h e n u m e r ic a l a n a ly s i s p r o gr a m s . W h e n I L - 2 im a g e s w e r e
r e c o r d e d m u lt ip l e t im e s , t h e fl u o r e s c e n t d y e a p p e ar e d t o r e d i s t ri bu t e t h r o u g h o u t t h e c e l l
in a n u n u s u a l m a n n e r b e f o r e t h e f lu o r e s c e n c e d e c r e a s e s . T o d e t e r m i n e i f t h i s e f fe c t w a s
r e a l
,
tw o m e th o d s w e r e c r e a t e d t o d e t e c t t h e s e c h a n g e s .
A n e w c e l l w a s im a g e d a n d f o l lo w e d b y o n e s u b s e qu e n t im a ge o f t h e s a m e a r e a .
T h e m e a n s o f t h e n e w a n d s a m e im a g e s w e r e a c c u m u l a t e d i n t h e s a m e t im e c a t e g o ri e s a s
d e s c r i b e d i n M e t ho d 1 . S i n c e t h i s w a s a p r e lim i n a r y t e s t o f t h e m e t h o d o l o g y , s t a t is t ic s
w e r e n o t u s e d t o d i f fe r e n t i a t e c h a n g e . T h e m e a n s w e r e s im p l y b a r g r a p h e d a n d
c o m p a r e d . T he t r e n d s i n a l l c o n c e n t r a t io n s a n d t im e c a t e g o r i e s s h o w e d t h a t t h e m e a n s o f
i m t r e a t e d n e w a n d s a m e im a g e s d i f f e r e d fr o m t h e I L - 2 t r e a t e d .
T h e s e s a m e d i f fe r e n c e s w e r e h i g h l i g h t e d i n a t h i r d m e t h o d in w h i c h w e fo l l o w e d
a s i n g le c e l l o v e r t im e . B y c o m p a r i n g t h a t c e l l t o a n u n t r e a t e d c o n t r o l , a n y
p h o t o b i e a c h i n g w o u l d o c c u r e q u a l l y i n bo t h s e t s o f c e l l s . T h e s e c e l l s w e r e m a t c h e d a n d
g r a p h e d . T h e r e s u lt s a g a i n s h o w e d d i f fe r e n c e s i n t h e l o s s o f f lu o r e s c e n c e . W h e n t h e
u n t r e a t e d m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a s d e c r e a s e d , t h e I L - 2 c e l l s i n c r e a s e d t h e i r a r e a s .
O u r r e s u lt s w o u ld s e e m t o c o n c u r w i t h t h e f i n d i n g s o f R u b i n c h i k w h o m a i n t a i n e d
t h a t f i b r o b l a s t p r o l i f e r a t i o n w a s r e d u c e d b y a d d it i o n o f I L - 2 (R u b i n c h i k a n d L e v i -
Sc h a f fe r , 1 9 9 6 ) . U n t r e a t e d f ib r o b l a s t s a t r o o m t e m p e r a t u r e a p p e a r e d t o m c r e a s e
m e t a b o l i c a c t i v i t y a s e v i d e n c e d b y in c r e a s e d m i t o c h o n d r i a l p o t e n t i a l a n d a r e a , w hi l e t h e
I L - 2 t r e a t e d f i br o b l a s t s d id n o t e x h i b it t h i s s a m e p h e n o m e n o n . T h e p h o t o s e n s i t i v i t y
p h e n o m e n o n o f I L - 2 t r e a t e d c e l l s h a s o n l y b e e n r e p o r t e d i n d i r e c t l y in p h o t o dy n a m i c
t h e r a p y t r i a l s (E p s t e i n e t a l . , 19 9 1 a n d N s e y o e t a l . , 19 9 0 ) . T h e m e c h a n i s m fo r t h e
r e d u c t i o n i n t u m o r s w h e n I L - 2 a n d l a s e r t h e r a p y a r e c o m b i n e d h a s n o t be e n e x p la i n e d . I t
i s p o s s i b le t ha t t h e d ye r e d i s t r i b u t io n p h e n o m e n o n t ha t w e e x p e r i e n c e d i s r e l a t e d t o t h e s e
i m e x p l a i n e d p h o t o s e n s i t i v it y r e a c t i o n s .
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C . R e v i e w o f M e t h o d o l o g y
T h e m e th o d s o u t l i n e d h e r e c o u l d b e u t i l i z e d fo r f i i r t h e r s t u d ie s . T h e r e a r e
a d v a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s t h a t e x i s t w it h a l l t h r e e m e th o d s a n d s h o u ld b e in c lu d e d i n
t h i s r e p o r t f o r i n f o r m a t i o n .
M e t h o d 1: I m a g e s o f
" N e w " C e l l s o n l y
A d v a n t a g e s :
> O n l y n e w c e l l s o r a r e a s o n a c o v e r s l i p a r e im a g e d , a n d t h e r e c a n b e n o r i s k o f
l a s e r f a d i n g .
> S t a t i s t i c s c a lc u l a t e d o n a r e a s o n a b l e s a m p l e s iz e c an b e u s e d a s a t o o l t o
s u p p o r t t h e h y p o th e s i s t ha t t h e f i n a l n u m b e r s r e f le c t c h a n g e s t h a t a r e l ik e l y
du e t o t h e a d d it i o n o f I L - 2 .
> I f c e l l s a r e r e s p o n d in g t o s t r e s s fr o m r e m a i n i n g o u t o f t h e in c u b a t o r o r fr o m
o t h e r e n v ir o n m e n t a l d i s a d v a n t a g e s , t h e t r e a t e d s w il l s h o w t h e s a m e t r e n d s a s
t h e u n t r e a t e d s a n d t h i s w i l l n o t be a c o n f o u n d i n g fe c t o r .
D is a d v a n t a g e s :
> T h i s m e t h o d w i l l r e q u ir e la r g e n u m b e r s o f s a m p l e s t o b e c o n s i d e r e d
s t a t i s t i c a l l y c o r r e c t . W h i l e o v i r p r o c e d u r e s w e r e a c c v i r a t e , t he e n t ir e p r o c e s s
c a n b e t im e - c o n s u m i n g a n d t hi s c o u l d b e s o m e w h a t p r o h i b i t i v e .
> U n l e s s sm a l l e r t im e g r o u p i n g s a r e u s e d , i . e . 0
- 10 m i n u t e s
,
10 - 2 0 a n d s o o n , i t
w i l l be d i f fi c u lt t o d i s c e r n i f s o m e c e l l s i g n a l i n g e v e n t i s o c c u r r i n g a t a v e r y
s p e c i fi c t im e .
M e t ho d 2 : I m a g e o f
" N e w " c e l l
,
f o l l o w e d b y o n e im a g e o f s a m e c e l l
A d v a n t a g e s :
> Th i s m a y a v o i d s o m e o f t h e l a s e r p h o t o b le a c hi n g .
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> St a t i s t i c s c a n b e u s e d a s a t o o l t o s u pp o r t t h e h yp o th e s i s t ha t t h e fi n a l
n u m b e r s r e fl e c t c h a n g e t h a t m a y b e a t t r i b u t e d t o t h e a d d it i o n o f I L - 2 .
> I f s o m e c e l l s i g n a l i n g e v e n t w e r e o c c u r r i n g a t a s p e c i f i c p o in t in t im e , t h i s
m e t h o d c o u l d p e r ha p s h i g h l i g h t t h a t e v e n t .
D is a d v a n t a g e s :
> S in c e t h i s w a s v e r y s im i l a r t o M e t h o d 1 , t hi s w o u l d d o u bl e t he n u m b e r o f
im a g e s a n d t he t im e i n v o l v e d in t h e a n a l y s i s p h a s e .
M e th o d 3 : I m a g e o f
" N e w " c e l l
,
f o l l o w e d b y m u l t ip l e im a g e s o f s a m e c e l l
A d v a n t a g e s :
> T h i s p r o v i d e s t h e a b i l it y t o f o l l o w a s i n g l e c e l l o v e r t im e .
> C e l l v a r i a b i l i t y i s n o t a fa c t o r .
> C o u l d b e u s e f u l f o r s t u d y in g p h o t o t o x i c o r p h o t o s e n s i t i v e c e l l be h a v i o r i f
c a u s e d b y I n t e r l e u k i n - 2 .
D i s a d v a n t a g e s :
> T h e p r o c e s s o f m a t c h i n g i n d i v i d u a l c e l l s b y c y t o p l a sm i c a n d
m i t o c h o n d r i a l c h a r a c t e r i s t ic s c a n b e t im e i n t e n s i v e .
> T h e r e w e r e i n s t a n c e s w h e n t h e u n t r e a t e d a r e a s a n d p o t e n t i a l s in c r e a s e d o r
d e c r e a s e d w i t h t h e t r e a t e d s ho w i n g t h e o p p o s it e b e h a v i o r . T he r e w a s n o
o bv i o u s r e a s o n fo r t h e d i r e c t io n o f c h a n g e a n d t h i s m e t h o d d i d n o t s e e m t o
p r o v i d e a n y in s i g h t s i n t o t h i s m e c h a n i s m .
96
V I I . C o n c l u s i o n s
• T h e q u a n t i t a t i v e b a s e m e a s u r e m e n t s o f t h e a v e r a g e m it o c ho n dr i a l a n d
c y t o p la s m i c p o t e n t i a l s a n d p e r c e n t a r e a s o f u n t r e a t e d fi br o b l a s t s c o m p a r e d
f a v o r a b l y t o p o t e n t i a l s c i t e d i n t h e l it e r a t u r e f o r o t h e r c e l l t y p e s u n d e r s i m i l a r
c o n d i t i o n s . T h e u s e o f 1 14 s a m p l e s p r o v id e d a r e a s o n a b l e s a m p l e s i z e t o s a t i s fy
r e q u ir e m e n t s f o r t h e s t a t i s t i c a l m e t h o d s u s e d .
• U n t r e a t e d fi b r o b l a s t s a t r o o m t e mp e r a t u r e o v e r t im e s h o w e d i n c r e a s e s i n a r e a s a t
m it o c h o n d r i a l p o t e n t i a l a n d a l s o i n c r e a s e s in t h e a v e r a g e p o t e n t ia l s . C e l l s t r e a t e d
w it h I n t e r l e u k in - 2 i n t h e s a m e t im e fi - a m e s d i d n o t e x h i b i t t h e s e s a m e i n c r e a s e s ,
• A l l m e t h o d s s h o w e d t h a t t h e a d d i t i o n o f I L - 2 e f f e c t e d t h e m i t o c h o n d r i a l a n d
c y t o p la s m i c m e m b r a n e p o t e n t i a l s i n a m a i m e r t h a t d i f f e r e d fr o m th e u n t r e a t e d
c e l l s m e a s u r e d u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s . Wi t h th e a d d i t io n o f I L - 2 , a r e a s o f
c y t o p l a s m i c p o t e n t ia l i n c r e a s e d i n v a l u e , w h i l e m it o c h o n dr i a l p o t e n t i a l w a s
r e d u c e d . T h e I L - 2 c o n c e n t r a t io n o f 2 0 0 n g /m l c o n s i s t e n t l y d e m o n s t r a t e d
r e d u c t i o n s i n t h e m i t o c h o n dr i a l p o t e n t i a l s .
• T h e a d d it io n o f I L - 2 f o l l o w e d by C C C P c a u s e d a s u r p r i s in g i n h i b i t i o n o f t he
a b i l it y o f C C C P t o c o l l a p s e t h e m i t o c h o n d r i a l p r o t o n gr a d i e n t a n d d i s r u pt n o r m a l
m it o c h o n dr i a l fu n c t i o n . T h e d e t e c t i o n o f t he d i s r u p t i v e e f f e c t s o f CC CP o n
u n t r e a t e d f i b r o b l a s t s w a s ge n e r a l l y n o t i c e d w it h i n 2 m i n u t e s a f te r a d d i t i o n . W h e n
C C CP w a s a d d e d t o a n I L - 2 t r e a t e d fi b r o b l a s t , t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l a p p e a r e d
r e s i s t a n t t o c h a n ge a n d t h e m i t o c h o n d r i a l p e r c e n t a r e a w o u l d o f t e n i n c r e a s e . T h i s
a p p e a r s t o be a n o v e l a n d p r e v i o u s l y u n r e p o r t e d fi n d in g .
• IL - 2 l i k e l y in du c e s i n t r a c e l l u l a r s ig n a lm g c h a n g e s , h o w e v e r t h e d e t a i l s o r t he
p a t hw a y o f t h e s e c h a n g e s c a n n o t b e e x p l a i n e d b a s e d o n t h e c u r r e n t e x p e r im e n t a l
d e s i g n a n d s c o p e o f t h i s p r o j e c t .
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•
T h e t hr e e m e t h o d o l o g i c a l a p p r o a c h e s u t i l i z e d i n t h i s p r o j e c t sh o u ld b e e v a lu a t e d
f o r e a c h n e w c e l l t y p e st u d i e d . I t a p p e a r s t h a t a n y o f t h e m e t h o d s a r e c a p a b l e o f
d e t e c t i n g d i f f e r e n c e s c a u s e d b y a d d i t i o n o f I L - 2 .
T h e r e s u lt s o bt a i n e d fr o m a n y o f t h e t h r e e m e th o d s p r o v id e d e v i d e n c e t h a t t h e
c h a n g e s i n fl u o r e s c e n t i n t e n s it y c o u l d b e du e t o c ha n g e s i n m e m b r a n e p o t e n t i a l o r
d u e t o s o m e p h o t o t o x i c e f fe c t p r e v i o u s ly u n d e s c r i b e d .
T h e r e s u lt s s ho w q u a l i t a t iv e l y t h a t I L - 2 a f fe c t s m i t o c h o n d r i a l a n d c e l l u l a r
b i o e n e r g e t i c s , b u t a n a n a l y s i s o f t h e r e s u lt s a l s o s h o w s t h a t a c a r e fi i l
q u a n t i fi c a t i o n o f t hi s m a g n i t u d e r e q u ir e s a l a r g e r a n d p o s s i b l y c e l l c y c l e -
s y n c h r o n i z e d c e l l p o p u l a t i o n .
T he a p p r o p r i a t e p i x e l s i z e (z o o m f a c t o r o r m a g n i fi c a t io n ) i n a n y im a g e s h o u ld be
d e t e r m i n e d f o r e a c h c e l l t y p e s t u d ie d t o a v o i d u n d e r e s t im a t e s o f t h e m e m b r a n e
p o t e n t i a l . T h e s i z e a n d s h a p e o f t h e c e l l a n d a l s o it s m i t o c h o n dr i a c a n e f fe c t t h e
p o t e n t i a l m e a s u r e d .
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•
•
V I I I . F u t u r e R e s e a r c h
P r o v i d e e n v i r o n m e n t a l c o n t r o l s (t e mp e r a t u r e ) t o k e e p fi br o b l a s t s a t i n v i v o
c o n d it io n s .
C o o r d i n a t e c e l l c y c l e o f fi br o b l a s t s (G O o r G l p ha se ) t o r e d u c e p o s s i b l e c e l l
v a r i a b i l i t y .
I n c r e a s e t h e n u m b e r o f s a m p l e s (c e l l s ) u s e d i n a l l e x i s t i n g m e t h o d s .
A l t e r t h e t im e in t e r v a l gr o u p i n g s . T h e s e e x p e r im e n t s m e a s u r e d gr o u p s o f c e l l s
w it h i n t im e in c r e m e n t s s u c h a s 0 - 1 5 m i n u t e s
,
15 - 3 0 m in u t e s
,
3 0 - 6 0 m i n u t e s
,
e t c .
D i f f e r e n t t im e g r o u p in g s s u c h a s 0 - 10 m i n u t e s , 10 - 2 0, 0 - 3 0 , 6 0 - 9 0 m i n u t e s c o u l d
b e u s e d t o at t e m pt t o d e t e c t t im e d e p e n d e n t c e l l s i g n a l i n g e v e n t s .
R e p e a t t h e p r o c e d u r e s u s in g d i f f e r e n t c e l l t y pe , e s p e c i a l l y l y m p h o c y t e s k n o w n t o
be I L - 2 s e n s i t i v e , t o s e e i f t h e e f f e c t s o c c u r i n s o m e o r m a n y c e l l t y p e s .
U s e v a r i e d m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e s a n d c y t o k i n e i n t r a c e l l u l a r s i g n a l i n g i n h i b it o r s
t o d e t e r m i n e w h e r e i n t h e m i t o c h o n d r i a I L - 2 i s c a u s in g e f f e c t s .
U s e s a m e p r o c e d u r e s o u t l i n e d w it h o t he r fl u o r e s c e n t p r o be s t o d e t e r m i n e e x t e n t
o f p h o t o t o x ic it y t ha t m a y b e a t t r i bu t e d t o I L - 2 .
D e v e l o p a n d e n h a n c e p r o c e d u r e s t o e x a m i n e m o r e c o m p l e t e l y t h e e f f e c t s o f t h e
in t e r a c t i o n be t w e e n I L - 2 a n d CC C P .
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I X . R e f e r e n c e s
A b d u l la h
,
A .
,
M c C a u l e y , R . L . , a n d H e m d o n , D . N . ( 19 9 1) . St im u la t io n o f h u m a n d e r m a l
fi b r o bl a s t s w i t h in t e r l e u k in 2 . J o f B u r n C a r e & R e h a b i l i t a t i o n . 12 ( 1) : 2 3 - 4 .
A d a m s o n , G . M . a n d B i l li n g s , R . E . ( 19 9 2 ) . T u m o r N e c r o s i s F a c t o r I n d u c e d O x i d a t i v e
St r e s s in I s o l a t e d M o u s e H e p a t o c y t e s . A r c h . B i o c h e m . B i o p hy s . 2 9 4 : 2 2 3 - 2 2 9
A l b e r t s
,
B .
,
B r a y , D . , L e w i s , J . , R a fl f, M . , R o b e r t s , K . a n d W a t s o n , J . ( 1 99 4 ) . M o l e c u l a r
B i o l o g y of t h e C e l l 3
^ '* E d it i o n , G a r l a n d P u b li s h in g , I n c . , N e w Y o r k & L o n d o n .
A l l i s o n
,
M . A .
,
J o n e s , S . E . a n d M c G u fl fe y , P . ( 19 8 9 ) . P ha s e I I T r ia l o f o u t p a t ie n t
in t e r le u k i n - 2 in m a li g n a n t l ym p h o m a , c hr o n i c l ym p h o cy t i c l e u k e m i a a n d s e l e c t e d
s o li d t u m o r s . J o f C l i n i c a l O n c o l o g y . 7 (1 ): 7 5 - 80 .
A s a o , H . , T a k e s h i t a , T . , I s h i i , N . , K u m a k i , S . , N a k a m u r a , M . a n d Su g a m u r a , K . ( 1 99 3) .
R e c o n s t it u t i o n o f fu n c t i o n a l I n t e r l e u k i n 2 r e c e p t o r c o m p l e x e s o n fi b r o b l a s t o id c e l ls
i n v o l v e m e n t o f t h e c y t o p l a s m i c d o m a in o f t h e g a mm a c h a in in t w o d i s t i n c t
s i gn a li n g p a t h w a y s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e my o f S c i e n c e s . 9 0 (9 ) :
4 12 7 - 3 1 .
A v e r s , C . ( 19 86 ) . M o l e c u l a r C e l l B i o l o g y . A d d i s o n - We s le y P u b li s h in g
C o m p a n y , I n c . , R e a d i n g , M A .
B a s h o r
,
M . M . ( 19 7 9 ) . D i s pe r s io n a n d D i s r u p t i o n o f T i s s u e s .
I n : M e th o d s i n E n zy m o l o g y (e d s . J a k o by , P a s t a n ) . V o l . L V I I I , C h . 9 : 1 19 - 13 1.
B e n e d i c t , S . H . , M i l l s , G . B a n d G e l fa n d , E .W . ( 19 8 7 ) . I n t e r l e u k i n 2 a c t iv a t e s a r e c e p t o r -
a s s o c ia t e d p r o t e i n k i n a s e . J o u r n a l o f I m m u n o l o g y . 13 9 (5 ) : 16 9 4 - 7 .
B e r e i t e r - H a hn , J . , Se i p e l , K . H . , V o t h , M . a n d P l o e m , J . S . ( 19 8 3 ) . F l u o r im e t r y o f
m i t o c h o n d r i a i n c e l l s v i t a l ly s t a in e d w it h D A S PM I o r r h o d a m in e 6 G O .
C e l l B i o c h e m i s t r y & F u n c t i o n . 1(3 ) : 14 7 - 5 5 . 19 8 3 .
B ia s i
,
G .
,
F i o r a v a n t i
,
A .
,
G a l e a z z i , M . , a n d M ar c a lo n g o , R . ( 19 9 4 ) . H L A d i s t r i b u t i o n
in I t a li a n p a t i e n t s w it h fi b r o m y a l g i a . C l i n i c a l R h e u m a t o l o gy . 13 (4 ) : 64 8 - 9 .
B i be l
,
D . J . ( 19 8 8 ) . M i l e s t o n e s i n I m m u n o l o g y : A H i s t o r i c a l E x p l o r a t i o n .
S p r in g e r V e r l a g / Sc i e n c e T e c h , M a d i s o n , W is .
B o r b e r g , H . , A b d a l la h , A . , Sc h w u l e r a , U . a n d S o n n e b o m , H . ( 19 8 6 ) .
I n h ib i t i o n o f t u m o r g r o w t h i n a m o u s e fi b r o s a r c o m a a ft e r in t e r l e u k i n - 2
a p p l i c a t i o n . I m m u n o b i o l o gy . 17 2 (3
- 5 ) : 3 8 3 - 9 0 .
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B o t t e n s t e in , J . , H a y a s h i , I . , H u t c h in g s , S . , M a s u i , H . , M a t h e r , J . , M c C l u r e , D . B . ,
O h a s a
,
S .
,
R i z z i n o
,
A .
,
S a t o
,
G .
,
Se r r e r o
,
G .
,
W o l f e
,
R a n d Wu
,
R .
( 19 7 9 ) . T h e G r o w th o f C e ll s i n S e r u m - F r e e H o r m o n e - Su p p le m e n t e d M e d ia .
I n : Me t h o d s i n E n z y m o l o g y (e d s . J a k o b y , P a s t a n ) . V o l . L V I I I , C h . 6 : 94 - 10 9 .
B o y e r , P . D . , C h a n c e , B . , E m s t e r , L . , M i t c h e l l , P . , R a c k e r , E . a n d Sl a t e r , E . C . ( 1 9 7 7) .
O x i d a t i v e p h o s p h o r y la t i o n a n d p h o t o p h o s p h o r y l a t i o n .
A n n . R e v . B i o c h e m 4 6 : 9 5 5 - 10 2 6 .
B r a n d , M . D . ( 19 7 9 ) . St o i c h i o m e t r y o f c ha r g e a n d p r o t o n t r a n s l o c a t io n in m i t o c h o n d r i a ,
s t e a d y - s t a t e m e a s u r e m e n t o f c h a r g e / 0 a n d P /0 r a t i o s . B i o c h e m . So c . T r a n s .
7 (5 ) : 8 7 4 - 8 0 .
B r a n d
,
M . D . a n d F e l b e r
, S . M . ( 1 9 84 ) . M e mb r a n e p o t e n t i a l o f m i t o c h o n d r i a in i n t a c t
l ym p h o c y t e s d u r i n g e a r ly m i t o g e n i c s t im u l a t i o n . B i o c h e m . J .
2 17 : 4 5 3 - 4 5 9 .
B r a k e n h o f
,
G . J .
,
V i s s c h e r
,
K .
,
a n d V a n d e r V o o r t
, H . T . M . ( 19 9 0 ) . Si z e a n d Sh a p e
o f t h e c o n f o c a l s p o t : C o n t r o l a n d r e la t i o n t o 3 D im a g in g a n d im a g e p r o c e s s i n g
I n
"
Th e H a n d b o o k of B i o l o g i c a l C o nf o c a l Mi c r o s c o p y " (J . B . P a w l e y , e d ) ,
p p . 8 7 - 9 1. P le n u m , N e w Y o r k .
B r e s l i n , R . , B a r bu l , A . , K u p p e r , T . , K n u d - H a n s e n , J . , Wa s s e r k r u g , H . a n d E fr o n , G .
( 19 8 8 ) . G e n e r a t i o n o f a n a n t i - in t e r l e u k in 2 fa c t o r in h e a li n g w o u n d s .
A r c h i v e s of Su r g e r y . 12 3 (3 ) : 3 0 5 - 8 .
B u m s
,
E . R . a n d C a v e
,
M . D . ( 19 9 6 ) . H i s t o l o g y a n d C e l l B i o l o g y .
M o s b y , St . L o u i s , M o
C a r a fo li , E . a n d R o m a n , I . ( 19 80 ) . M i t o c h o n d r i a a n d D i s e a s e . Mo l e c u l a r A sp e c t s o f
Me d i c i n e . V o l 3 N u m b e r 5 . P e r g a m o n P r e s s , N e w Y o r k .
C a r sw e U, E . A . , O l d , L . J . , K a s s e l , R . L . , G r e e n , S . , fi o r e , N . a n d W iUi a m s o n B . ( 19 7 5 ) .
A n E n d o t o x in - i n d u c e d S e r u m Fa c t o r t h a t C a u s e s N e c r o s i s o f T u m o r s .
P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e my of Sc i e n c e s . 72 : 3 6 6 6 .
C a r r e l
,
A . a n d E be li n g , A . H . ( 19 2 2 ) . L e u c o c y t ic Se c r e t i o n s . J o f Ex p e r i m e n t a l
Me d i c i n e . 3 6 : 6 4 5 - 5 9 .
C a s a r e t t a n d D o u l l . ( 19 9 1) . T OX I C O L O G Y: T h e B a s i c S c i e n c e o f P o i s o n s .
P e r g am o n Pr e s s , N e w Y o r k .
Ch a n c e , B . ( 19 72 ) . T h e n a t u r e o f e le c t r o n t r a n s fe r a n d e n e r g y c o u p l i n g r e a c t i o n s .
F E B S L e t t s . 2 3 : 3 - 2 0 .
C h a z o t t e , B . a n d V a n d e r k o o i , G . ( 19 8 1) . M u lt i p l e Sit e s o f I n h i b i t i o n o f M i t o c h o n dr i a l
E l e c t r o n T r a n s p o r t by L o c a l A n e s t h e t i c s . B i o c h e m . B i o p hy s . A c t a 6 3 6 : 15 3
- 16 1 .
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C h a z o t t e
,
B . , V a n d e r k o o i , G . a n d C h i g n e l l , D . ( 19 8 2 ) . F u r t h e r St u d i e s o n F l - A T P a s e
I n h i b i t i o n by L o c a l A n e s t h e t i c s . B i o c h e m B i o p hy s A c t a . 6 8 0 : 3 10 - 3 16 .
C ha z o t t e
,
B .
,
L o e h r , J . P . a n d H a c k e n br o c k , C . R . ( 19 9 6 ) . Qu a n t it a t i v e A n a ly s e s o f
M e mb r a n e Po t e n t i a l o f m i t o c h o n d r i a in I n d iv i d u a l L iv i n g H u m a n C e ll s R e l a t e d t o
Ch r o n i c I ll n e s s . FA SE B J . 10 : A 13 7 7 .
C o h e n , L . B . , Sa lz be r g , B . M . , D a v i l a , H . V . , R o s s , W . N . , L a n d o Av n e , D . , W a g g o n e r , A . S .
a n d W a n g , C . H . ( 19 74 ) . Ch a n g e s in a x o n f l u o r e s c e n c e d u r i n g a c t iv i t y : m o l e c u l a r
p r o b e s o f m e m br a n e p o t e n t i a l . J . M e m b r . B i o l . 1 9 ( 1 ) : 1 - 3 6
D i M a u r o
,
S .
,
B o n il l a
,
E .
,
Z e v i a n i
,
M .
,
Se r v i d e i
,
S
. , D e V i v o , D . C . a n d Sc h o n , E . A .
( 19 8 7 ) . M i t o c h o n dr i a l m y o p a t h ie s . J o u r n a l of I n h e r i t e d M e t a b o l i c D is e a s e .
l O S u p p I l : 1 13 - 2 8 .
D o u g la s , W . H . J . a n d D e ll
' O r c o
,
R . T . ( 19 7 9 ) . P h y s i c a l A sp e c t s o f a T i s s u e C u lt u r e
L a b o r a t o r y I n : M e t h o ds i n E n z y m o l o gy (e d s . Ja k o b y , P a s t an ) . V o l . L V I I I , C h . 1
3 - 18 .
D r a c h , J . , G s u r , A . , H a m i l t o n , G . , Z h a o , S . , A n g e r le r , J . , F ie g l , M . , Z o j e r , N . ,
R a d e r e r
,
M .
,
H a b e r l
,
I .
,
A n d r e e f
,
M . a n d H u b e r
,
H . ( 19 9 6 ) . I n v o l v e m e n t o f P -
G ly c o p r o t e in i n t h e T r a n s m emb r a n e T r a n s p o r t o f I n t e r le u k i n - 2 (IL - 2 ) , I L - a n d
I n t e r f e r o n - y i n N o rm a l H u m a n T L y mp h o c y t e s . B l o o d . V o l 8 8 N o 5 : 1 74 7- 54 .
D u lb e c c o , R . a n d V o g t , M . ( 19 5 4 ) . P l a q u e F o r m a t i o n a n d I s o l a t i o n o f Pu r e l in e s
o f P o l i o m ye li t i s V ir u s . J E x p . M e d . 9 9 : 1 6 7- 182 .
E h r e n b e r g , B . , W e i , M . - d . , a n d L o e w , L . M . ( 19 8 7 ) . M e mb r a n e P o t e n t i a l c a n be
d e t e r m i n e d i n i n d i v id u a l c e l ls fr o m t h e N e m s t i a n d i s t r i b u t io n o f c a t i o n i c d y e s .
I n
" M e m br a n e P r o t e i n s " ( S . C . G o h e e n , e d ) , p p 2 7 9 - 2 9 4 . B io - R a d L a b . ,
R i c hm o n d
,
C a li f o r n i a .
E hr e n be r g , B . , M o n t a n a , V . , W e i, M . - d . , W u s k e ll , J . P . , a n d L o e w , L . M .
( 19 8 8 ) . M e mbr a n e p o t e n t i a l c a n b e d e t e r m i n e d i n in d iv i d u a l c e l l s fr o m t h e
n e m s t i a n d i s t r i b u t io n o f c a t i o n i c dy e s . B i o p hy s . J . 5 3 : 7 85 - 7 9 4 .
E i z i r i k
,
D . L . ( 19 8 8 ) . I n t e r l e u k i n - 1 i n d u c e d im p a ir m e n t i n p a n c r e a t i c i s l e t
o x i d a t i v e m e t a b o li s m o f g l u c o s e i s p o t e n t i a t e d b y t u m o r n e c r o s i s
f a c t o r . A c t a E n d o c r i n o l o g i c a . 11 9 (3 ) : 3 2 1- 5 .
E p s t e in , R . J . , H e n d r i c k s , R . L . a n d H a r r is , D . M . ( 19 9 1 ) . P h o t o dy n a m i c t h e r a p y f o r
c o r n e a l n e o v a s c u l a r i z a t i o n . C o r n e a . 10 (5 ) : 4 24 - 3 2 .
E t o n
,
0 .
,
T a lp a z , M . , L e e , K . H . , R o t h b e r g , J . M . , B r e l l , J . M . a n d B e n j a m i n , R . S . ( 19 9 6 ) .
Ph a s e I I t r i a l o f r e c o m b i n a n t h u m a n I L - 2 a n d I F N - a l p h a - 2 a : I m p l i c a t i o n s f o r t h e
T r e a tm e n t o f P a t i e n t s w it h M e t a s t a t i c M e la n o m a . C a n c e r . 7 7 (5 ) : 8 9 3 - 9 .
102
E i n a u s , . R . K . , G r u n w a l d , R . , L e m a s t e r s , J . J . ( 19 8 6 ) . R h o d a m i n e 1 2 3 a s a p r o be o f
t r a n s m e mb r a n e p o t e n t i a l i n i s o l a t e d r a t - l i v e r m i t o c h o n d r i a : s p e c t r a l a n d
m e t a bo li c p r o p e r t i e s . B i o c h i m i c a e t B i o p hy s i c a A c t a 8 5 0 (3 ) : 4 3 6 - 4 8 .
F a r k a s
, D . L . , W e i, M . , F e b b r o r i e Uo , P . , C a r s o n , J . H a n d L o e w , L . M . ( 19 8 9 ) .
S im u lt a n e o u s im a g in g o f c e l l a n d m i t o c h o n d r i a l m e mb r a n e p o t e n t ia l s .
B i o p hy s J B i o p hy s i c a l S o c i e ty . 5 6 : 1 05 3 - 1 06 9 .
F a r r a r
, J . , B e n j a m i n , W . , H i l fi k e r , M . , H o w a r d , M . , F a r r a r , W. a n d F u ll e r - F a r r a r , J .
( 19 8 2 ) . T h e b i o c h e m i s t r y , b i o l o g y , a n d r o l e o f in t e r l e u k i n 2 i n t h e in d u c t io n o f
c y t o t o x i c T c e ll a n d a n t i b o d y - f o r m in g B c e l l r e s p o n s e s . I m m u n o l o g i c a l R e v i e w s .
6 3 : 12 9 - 166 .
F a r r a r
, W . L . a n d A n d e r s o n , W . B . ( 19 8 5 ) . I n t e r le u k i n - 2 s t im u l a t e s a s s o c i a t i o n o f
p r o t e i n k in a s e C w i t h p l a s m a m e mb r a n e . N a t u r e . 3 15 (6 0 16 ) : 2 3 3 - 5 .
F a r r a r
,
W . L .
,
C l e v e l a n d , J . L . , B e c k n e r , S . K . , B o n v in i , E . a n d E v a n s , S . W . ( 19 8 6 ) .
B io c h e m i c a l a n d m o l e c u l a r e v e n t s a s s o c i a t e d w i t h i n t e r l e u k i n 2 r e g u l a t i o n o f
ly m p h o c y t e p r o l if e r a t i o n . I m m u n o l o g i c a l R e v i e w s . 9 2 : 4 9 - 6 5 .
F e f e r
,
A .
, ( 19 6 9 ) . I m m u n o t h e r a p y an d C h e m o t h e r a p y o f M o lo n e y Sa r c o m a V ir u s -
in d u c e d T u m o r s in M i c e . C a n c e r R e s e a r c h
,
2 9 : 2 17 7 - 83 .
F in d l a y , G . W . M . a n d M a c C a ll u m , F . O . , ( 19 3 7 ) . A n I n t e r f e r e n c e P h e n o m e n o n i n
R e l a t i o n t o Y e l l o w F e v e r a n d O th e r V i r u s e s . J o f P a t h o l o g y a n d
B a c t e r i o l o g y . 4 4 : 4 0 5 - 2 4 .
F r it s c h , C , Sim o n - A s s m a n n , P . , K e d in g e r , M . a n d E v a n s , G . S . ( 19 9 7 ) . C y t o k i n e s
m o d u la t e fi b r o b l a s t p h e n o t y p e a n d e p it h e l i a l - s t r o m a in t e r a c t io n s in r a t
i n t e s t i n e . G a s t r o e n t e r o l o gy . 1 12 (3 ) : 8 2 6 - 3 8 .
G e n g , Y . J . , H a n s s o n , G . K . a n d H o lm e , E . ( 19 9 2 ) . I n t e r f e r o n - g a m m a a n d T u m o r
N e c r o s i s F a c t o r Sy n e r g iz e t o I n d u c e N it r i c O x i d e Pr o d u c t i o n a n d I n h i bi t
M i t o c h o n d r i a l R e s p i r a t i o n in V a s c u l a r Sm o o t h M u s c le C e l l s . C i r c u l a t i o n
R e s e a r c h . 7 1 : 12 6 8 - 12 7 6 .
G ib e r t i n i
,
M .
,
N e w t o n , C , F r i e d m a n , H . , K l e in , T . W . ( 19 9 5 ) . Sp a t i a l le a r n in g im p a i r m e n t
i n m i c e i n f e c t e d w it h L e g i o n e ll a p n e u m o p h il a o r a dm i n i s t e r e d e x o g e n o u s
I n t e r l e u k i n - 1- be t a . B r a i n B e h a v . I mm u n . 9 (2 ) : 1 13 - 12 8 .
G il b e r t , H . F . ( 19 9 2 ) . B a s i c C o n c e p t s i n B i o c h e m i s t r y : A S t u d e n t
'
s Su r v i v a l G u i d e
M c G r a w - H i l l , N e w Y o r k .
G r e e n e
,
W . C . a n d L e o n a r d
,
W . J . ( 19 8 6 ) . T h e hu m a n i n t e r l e u k i n - 2 r e c e pt o r .
A n n u a l R e v i e w o f I m m u n o l o g y . 4 : 6 9 - 9 5 .
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G r e e n e
,
W . C . a n d R o bb , R J . ( 19 8 5 ) . R e c e p t o r s fo r T - c e l l gr o w t h f a c t o r : s t r u c t u r e ,
f u n c t i o n a n d e x p r e s s i o n o n n o r m a l a n d n e o p l a s t i c c e ll s . C o n t e mp o r a r y T o p i c s i n
Mo l e c u l a r I m m u n o l o g y . 1 0 : 1 - 34 .
G r im m , E . A . , M a z u m d e r , A . , Z h a n g , H . Z . a n d R o s e n b e r g , S . A . ( 19 82 ) .
L y mp ho k in e - a c t i v a t e d K i l l e r C e l l P h e n o m e n o n . J o f E x p e r i m e n t a l M e d i c i n e
15 5 : 182 3 - 4 1.
G r o d u m s , E . I . ( 19 7 7 ) . U l t r a s t r u c t u r a l c ha n g e s in t h e m i t o c h o n d r i a o f b r o w n
a d i p o s e c e l l s du r in g t h e h i b e r n a t i o n c y c l e o f C i t e l l u s la t e r a l i s .
C e l l & T i s s u e R e s e a r c h . 18 5 (2 ): 2 3 1- 7 .
G r o s s
,
D . a n d L o e w
,
L . M . ( 19 8 9 ) . F l u o r e s c e n t in d ic a t o r s o f m e m br a n e p o t e n t i a l :
m i c r o s p e c t r o fl u o r o m e t r y a n d im a g in g . ( 19 8 9 ) . Me t h o d s i n C e l l B i o l o gy
3 0 : 19 3- 2 18.
G r o u s e l l e
,
M .
,
T u e u x
,
O .
,
D a b a d i e
,
P .
,
G e o r g e s c a u d , D . a n d M a z a t , J . P . ( 19 9 0 ) .
E f e c t o f l o c a l a n a e s t h e t i c s o n m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l i n l i v i n g
c e ll s . B i o c h e m i c a l J o u r n a l . 2 7 1( 1) : 2 6 9 - 7 2 .
G r u s s
,
H . J .
,
Sc o t t
,
C
,
R o ll i n s
,
B . J .
,
B r a c h , M . A . a n d H e r r m a n n F . ( 19 96 ) .
H u m a n fi br o b la s t s e x p r e s s f u n c t io n a l I L - 2 r e c e p t o r s f o r m e d by t he I L - 2 R
a l p h a - a n d b e t a - c h a in s u bu n i t s : a s s o c ia t io n o f 11- 2 b i n d i n g w i t h s e c r e t io n
o f t h e m o n o c y t e c h e m o a t t r a c t a n t p r o t e i n - 1 . J o f I m m u n o l o gy . 1 5 7 (2 ): 8 5 1- 7 .
G u p t a , R . K . , S a l z b e r g , B . M . , G r i n v a l d , A , C o h e n , L . B . , K a m i n o , K . , L e s h e r , S . ,
B o y l e , M . B . , W a g g o n e r , A . S . , a n d Wa n g , C . ( 19 8 1) . I m p r o v e m e n t s in o p t ic a l
m e th o ds f o r m e a s u r i n g r a p id c h an g e s in m e mb r a n e p o t e n t i a l . J o u r n a l o f
M e m b r a n e B i o l o g y . 58 (2 ) : 12 3 - 3 7 .
G u p t a , S . , A g g a r w a l , S . a n d St a r r , A . ( 19 9 9 ) . I n c r e a s e d p r o du c t io n o f I n t e r l e u k i n - 6 b y
a d h e r e n t a n d n o n - a dh e r e n t m o n o n u c l e ar c e ll s d u r i n g bu t n o t f o ll o v m g
i n p a t ie n t s w i t h c h r o n i c f a t i g u e s y n d r o m e . I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l of M o l e c u l a r
Me d i c i n e 3 (2 ) : . 2 0 9 - 2 13 .
H a c k e n b r o c k
,
C . R . ( 19 6 8) . U lt r a s t r u c t u r a l b a s e s f o r m e t a b o l i c a ll y li n k e d m e c h a n i c a l
a c t i v i t y in m i t o c h o n d r ia . I I . E l e c t r o n t r a n sp o r t - l in k e d u lt r a s t r u c t u r a l
t r a n s f o r m a t i o n s in m i t o c h o n d r i a . J o u r n a l of C e l l B i o l o gy . 3 7 (2 ) : 3 4 5 - 6 9 .
H a d e r , N . , R im o n , D . , K i n a r t y , A . a n d L a h a t , N . (19 9 1) . A lt e r e d in t e r l e u k in - 2 s e c r e t io n
i n p a t i e n t s w i t h p r i m a r y fi b r o m y a l g i a s y n d r o m e . A r t h r i t i s & Rh e u m a t is m .
3 4 (7 ) : 8 6 6 - 7 2 .
H a l l , S . S . ( 19 9 7) . A C o m m o t i o n i n t h e B l o o d ; L if e , D e a t h a n d t h e I m m u n e
Sy s t e m . H o lt & C o . , N e w Y o r k .
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H am , R . G . a n d M c K e e h a n , W . L . ( 1 9 7 9 ) . M e d i a a n d G r o w t h R e q u i r e m e n t s .
I n : Me t h o d s i n E n z y m o l o g y (e d s . J a k o b y , P a s t a n ) . V o l . L V I I I , C h . 5 : 4 4 - 9 3 .
H a v e l l e
,
C
,
B le a c k l e y , R . C . , Pa e t k a u , V . ( 19 86 ) . C o n v e r s i o n o f s p e c i fi c t o n o n s p e c i fi c
c y t o t o x i c T l ym p h o c y t e s . J o u r n a l of I m m u n o l o g y . 1 3 7 , 14 4 8 - 14 5 4 .
H e r s h
,
E . M .
,
M u r r a y , J . L . , H o n g , W. K . , R o s e n b l u m , M . G . , R e u b e n , J . M . , We il b a e c h e r
R . , S a r w a l , A . N . , B r a d l e y , E . G . , K o n r a d , M . a n d A m e t t F . C . ( 19 8 9 ) . P h a s e I
s t u d y o f c a n c e r t h e r a p y w i t h r e c o m bi n a n t IL - 2 a dm i n i s t e r e d b y i v b o l u s in j e c t i o n .
B i o t h e r a p y . 1 (3 ) : 2 15 - 2 6 .
H o e k
,
J . B .
,
N i c h o ll s
,
D . G .
,
Wi l l i a m s o n
,
J . R . ( 19 80 ) . D e t e r m i n a t i o n o f t h e m i t o c h o n dr i a l
p r o t o n m o t iv e fo r c e i n i s o l a t e d h e p a t o c y t e s . J o u r n a l o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y .
2 5 5 (4 ) : 14 5 8 - 64 .
H yd e , R . M . ( 19 9 5 ) . I m m u n o l o gy . N a t i o n a l M e d i c a l Se r i e s f o r I n d ep e n d e n t
St u dy . 3 r d E d it io n , W il l i a m s & W i l k in s , P h i l a d e l p h i a .
I k e m o t o
,
S .
,
N a k a t a n i
,
T .
,
Su g im u r a , K . , T a n a k a , H . a n d M a e k a w a ( 19 9 0 ) .
M u l t ip l e p u lm o n a r y m e t a s t a s e s fr o m r e n a l c e ll c a r c in o m a t r e a t e d e f e c t iv e ly b y
r e c o m b in a n t I L - 2 . U r o l o g i a I n t em a t i o n a l i s . 4 5 (1 ): 5 4 - 7
J a k o b y , W. B . a n d P a s t a n , I . ( 19 7 9 ) . C e ll C u lt u r e . Me t h o d s i n E n z y m o l o g y .
V o lu m e L V I I I . A c a d e m i c P r e s s
,
N e w Y o r k
J a n e w a y , C . A . a n d T r a v e r s , P . , ( 19 9 4 ) . I m m u n o b i o l o gy : T h e I m m u n e Sy s t e m i n
H e a l t h a n d D i s e a s e . C u r r e n t B i o l o gy L t d , L o n d o n , E n g l a n d .
K r e b s
,
H . A .
,
J o h n s o n
,
W . A . ( 19 3 7) . T h e r o le o f c i t r i c a c id in i n t e rm e d i a t e
m e t a b o li s m in a n im a l t i s s u e s . E n z y m o l o g i a 4 , : 14 8- 156 .
K r u e g e r , J . M . a n d Jo h a n n s e n , L . ( 19 8 8) . B a c t e r i a l P r o d u c t s , C y t o k i n e s a n d S l e e p
M o l e c u l a r M im ic r y in H e a lt h a n d D is e a s e , (e d s . L e n m a r k , A . , D r y b e r g , T . ,
T e r e n i u s
,
L . H o k f e lt , B . ) . E l s e v ie r S c i . P u b l i s h e r s , A m s t e r d a m .
L e h n in g e r , A . L . , ( 19 6 4 ) . The M i t o c h o n d r i o n : Mo l e c u l a r B a s i s of St r u c t u r e
a n d F u n c t i o n . T h e B e n j a m i n C o . , I n c . , N e w Y o r k .
L e h n in g e r , A . L . ( 19 7 2 ) . M i t o c h o n d r i a a n d t h e p hy s i o l o g y o f C a 2
^
.
T r a n s a c t i o n s o f t h e A m e r i c a n C l i n i c a l & C l i m a t o l o g i c a l A s s o c i a t i o n .
8 3 : 8 3 - 9 4 .
L e h n i n ge r , A . L . , N e l s o n , D . a n d C o x , M . ( 19 9 3 ) . P r i n c ip l e s of B i o c h e m is t r y .
2
' " '
E d i t io n , W o r t h P u b Us h e r s , N e w Y o r k .
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L e m a s t e r s , J . J . , C h a c o n , E . , Z a h r e b e ls k i , G . , R e e c e , J . M . a n d N i e m i n e n , A . L . ( 1 9 9 3 ) .
L a s e r Sc a n n i n g C o n fo c a l M i c r o s c o p y o f L iv i n g C e l l s . Op t i c a l M i c r o s c o p y ;
E m e r g i n g Me t h o d s a n d A p p l i c a t i o n s . A c a d e m i c Pr e s s , I n c .
L e o n a r d
,
W . J .
,
D e p p e r , J . M . , R o b b , R . J . , Wa ldm a n n , T . A . a n d G r e e n e , W . C . ( 19 8 3 ) .
Ch a r a c t e r i z a t io n o f h u m a n r e c e p t o r f o r T - c e ll gr o w t h f a c t o r .
P r o c . N a t l . A c a d Sc i . 8 0 (2 2 ) : 6 9 5 7 - 6 1 .
L i n d e
,
A . , A n d e r s s o n , B . , S v e n s o n , S . B . , A hm e , H . , C a r ls s o n , M . , F o r s b e r g , P . , H u g o , H .
K a r s t o r p , A . , L e n k e i , R . a n d L i n d w a l l , A . ( 19 9 2 ) . S e r u m l e v e l s o f ly m p h o k i n e s
a n d s o l u b l e c e ll u l a r r e c e p t o r s in p r im a r y E p s t e in - B a r r v ir u s in f e c t i o n a n d i n
p a t i e n t s w it h c h r o n i c f a t i g u e s y n d r o m e . J of I n f e c t i o u s D i s e a s e s .
1 6 5 (6 ) : 9 9 4 - 10 0 0.
L in n e t t
,
P . E . a n d B e e c h e y , R . B . ( 19 79 ) . I n h i b i t o r s o f t h e A T P s y n t h e t a s e s y s t e m .
Me t h o d s E n z y m o l . 5 5 : 4 7 2 - 5 18.
L l o y d , A . , H ic k i e , I . , B r o c k m a n , A . , D w y e r , J . a n d W ak e fi e l d , D . ( 19 9 1) . C y t o k in e
L e v e ls i n Se r u m a n d C e r e br o s p in a l F l u i d in P a t i e n t s w it h C h r o n i c F a t i g u e
Sy n d r o m e . J I nf e c t i o u s D i s e a s e . 1 6 4 : 102 3 - 10 2 4 .
L o e w
,
L . M . ( 19 8 8 ) .
^ ' Sp e c t r o s c o p e Me m b r a n e P r o b e s
' '
.
CR C P r e s s , B o c a R a t o n , F l o r i d a .
L o e w , L . M . , F a r k a s , D . L . a n d W e i , M . - d . ( 19 9 0 ) . I n
"
Op t i c a l M i c r o s c o p y f o r
B i o l o g y
' '
. (B . H e r m a n a n d K . J a c o b s o n , e d s . ) p p . 13 1- 14 2 . Wi l e y - L i s s ,
N e w Y o r k
L o e w , L . M . ( 19 93 ) . C o n f o c a l M i c r o s c o p y o f P o t e n t i o m e t r i c F lu o r e s c e n t
D y e s . Me t h o ds i n C e l l B i o l o g y , C h . 6 , 19 5- 2 0 9 .
L o e w
,
L . M . ( 19 94 ) . M e a s u r in g M e mb r a n e P o t e n t ia l in Si n g l e C e l l s w i t h
C o n f o c a l M i c r o s c o p y . C e l l B i o l o g y : A L a b o r a t o r y H a n d b o o k 3 99 - 4 0 3 .
L o n d o n , J . A . , Z e c e v i c , D . , L o e w , L . M . , O h r b a c h , H . S . a n d C o h e n , L . B .
( 19 8 6 ) . I n
"
F l u o r e s c e n c e i n t h e B i o l o g i c a l S c i e n c e s
"
p p . 4 2 3 - 4 4 8 .
A l a n R . L i s s
,
N e w Y o r k .
L u ft
,
R . ( 19 9 4 ) . T he d e v e l o p m e n t o f m i t o c h o n d r i a l m e d ic in e .
P r o c e e d in g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e my of Sc i e n c e s . 9 1( 1 9) : . 8 7 3 1- 8 .
L ym a n , B . , ( 19 9 4 ) . B i o c h e m i s t r y , A p p l i e d Sc i e n c e R e v i e w . S p r in gh o u s e
C o r p o r a t io n , N e w Y o r k .
M a c D o n a l d , D . , A d a m s , J . A . , M c C a r t h y , D . a n d B a r r e t t , A . J . ( 19 9 0 ) . I n t e r l e u k i n - 2
I n h i b i t s G r o w th o f F ib r o b l a s t s D e r i v e d fi - o m H u m a n B o n e M a r r o w .
A c t a H a e m a t . 8 3 : 2 6 - 3 0 .
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M a n d r u p - P o u l s e n , T . , B e n d t z e n , K . , D in a r e l l o , C . A . a n d N e r u p , J . ( 1 9 87 ) . H u m a n
t u m o r n e c r o s is f a c t o r p o t e n t ia t e s h u m a n I n t e r l e u k i n - 1 m e d ia t e d r a t p a n c r e a t ic
be t a - c e l l c y t o t o x i c it y . J of I m m u n o l o g y . 13 9 ( 12 ) : 4 0 7 7 - 8 2 .
M a t h e w s
,
C . K . a n d v a n H o l d e
,
K . E . ( 19 90 ) . B i o c h e m i s t r y . B e n j a m in / C u mm i n g s
P u b l i s h i n g C o . , CA .
M a z u m d e r
,
A .
,
E be r l e in
,
T . J .
,
G r im m
,
E . A .
,
W il s o n
,
D . J .
,
K e e n a n
,
A . M .
,
A am o d t
,
R . a n d
R o s e n b e r g , S . A . ( 19 8 4 ) . P h a s e I S t u dy o f t h e A d o p t i v e I m m u n o t h e r a p y o f H u m a n
C a n c e r w i t h L e c t i n A c t i v a t e d A u t o l o g o u s M o n o n u c le a r C e l l s . C a n c e r 5 3 : 8 9 6-
9 0 5 .
M c A t e e r
,
J . A . a n d D o u g l a s , W . H . J . ( 19 7 9 ) . M o n o la y e r C u lt u r e T e c h n i q u e s .
I n : Me t h o d s i n E n z y m o l o gy (e d s . J ak o b y , P a s t a n ) . V o l . L V I I I , C h . 1 0 : 13 2 - 14 0 .
M i l l e r
, J . , M a l e k , T . R . , L e o n a r d , W . J . , G r e e n e , W . C , Sh e v a c h , E . M . a n d G e r m a i n , R . N .
( 19 8 5) . N u c le o t id e s e qu e n c e a n d e x p r e s s i o n o f a m o u s e I n t e r le u k in - 2 r e c e p t o r
c D N A . J o f I m m u n o l o gy . 13 4 (6 ) : A l U - l l .
M i l l s
,
G . B .
,
B e n e d i c t
,
S .
,
M e l l o r s , A . , G ri n s t e in , S . an d G e lf a n d , E . W . ( 19 8 8) .
T r a n sm e m b r a n e s i g n a l in g by I n t e r l e u k i n - 2 . I n t e r l e u k i n - 2 C h . 6 .
A c a d e m i c Pr e s s
,
N e w Y o r k .
M it c h e l l
,
P . ( 19 6 1) . C o u p li n g o f p h o s p ho r y l a t i o n t o e l e c t r o n a n d h y dr o g e n t r a n s f e r b y a
c h e m i - o sm o t i c t y p e o f m e c h a n i s m . N a t u r e 19 1 , 14 4 - 14 7 .
M i t c h e ll , P . ( 19 7 6 ) . V e c t o r i a l c h e m is t r y a n d t he m o l e c u l a r m e c ha n i s m s o f
c he m i o sm o t i c c o u p l i n g : p o w e r t r a n s m i s s io n by p r o t i c i t y . B i o c h e m .
S o c . T r a n s . 4 : 3 99 - 4 3 0 .
M i t c h e ll
,
P . a n d M o y l e , J . ( 19 7 9 ) . R e s p i r a t o r y - c h a i n p r o t o n m o t iv e s t o i c h i o m e t r y .
B i o c h e m . So c . T r a n s 7 (5 ) : 8 8 7 - 9 4 .
M i t c h e ll , P . ( 19 7 9) . K e i l i n
'
s r e s p i r a t o r y c h a i n c o n c e p t a n d it s c h e m i o sm o t i c
c o n s e q u e n c e s . Sc i e n c e 2 0 6 : 1 14 8 - 1 15 9 .
M o l d o fe k y , H . ( 19 9 3 ) . F i b r o m y a l g ia , s l e e p d i s o r d e r a n d c h r o n i c f a t i g u e s y n dr o m e .
C i ba F o u n d a t i o n Sy mp o s i u m . 1 73 : 2 6 2 - 7 1.
M o l e c u l ar Pr o b e s , I n c . ( 19 9 6) . P r o b e s f o r M e m br a n e P o t e n t i a l M a n u f a c t u r e r s L i s t ,
E u g e n e , O R .
M o r g a n - H u g h e s , J . A . , B r e t t , E . M . , L a k e , B . D . a n d T o m e , P . M . ( 19 7 3) . C e n t r a l c o r e
d i s e a s e o r n o t ? O b s e r v at io n s o n a f a m i l y w i t h a n o n - p r o gr e s s i v e m y o p a th y . B r a i n .
9 6 (3 ) : 5 2 7 - 3 6 .
M u n n
,
E . A . ( 19 7 4 ) . Th e St r u c t u r e of Mi t o c h o n d r i a . A c a d e m i c P r e s s , L o n d o n .
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N a g l e r , A . , A c k e r s t e i n , A . , B a r a k , V . a n d S l a v in , S . ( 1 9 9 4 ) . T r e a tm e n t o f
c hr o n ic m y e l o g e n o u s l e u k e m i a w i t h r e c o m bi n a n t h u m a n in t e r l e u k i n - 2
a n d in t e r f e r o n - a lp ha 2 a . J . o f H e m a t o t h e r a p y . 3 ( 1) : 7 5 - 82 .
N a k a g a w a , K . , M i l l e r , F . N . , Sim s , D . E . , L e n t s c h , A . B . , M i ya z a k i , M . a n d E d w a r d s , M . J .
( 19 9 6 ) . M e c h a n i s m s o f I n t e r l e u k in - 2 i n d u c e d h e p a t i c t o x i c it y .
C a n c e r R e s e a r c h 5 6 {y i : 5 Ql - \ Q.
N ik a i d o
,
T .
,
Sh im iz u
,
A .
,
I s h i d a
,
N .
, S a b e , H . , T e s hi g a w a r a , K . , M a e d a , M . , U c h i y a m a ,
T .
,
Y o d o i
,
J . a n d H o n j o , T . ( 19 84 ) . M o l e c u la r c l o n i n g o f c D N A e n c o d in g h u m a n
i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r . N a t u r e . 3 1 1(5 9 8 7) : 6 3 1- 5 .
N s e y o , U . O . , W h a l e n , R . K . , D u n c a n , M . R . , H e r m a n , B . a n d L u n d a h l , S . L . ( 19 9 0 ) .
U r i n a r y c y t o k i n e s fo ll o w i n g p h o t o d yn a m i c th e r a p y f o r b l a d d e r c a n c e r .
U r o l o g y . 3 6 (2 ) : 16 7 - 7 1.
P a w le y , J . B . , e d . ( 19 9 0 ) .
" T h e H a n d b o o k o f B i o lo gi c a l C o n fo c a l M i c r o s c o p y .
"
P le n u m
,
N e w Y o r k .
P a t a r c a
,
R .
,
K l im a s
,
N . G .
,
L u g t e n d o r f , S . , A n t o n i , M . a n d F l e t c he r , M . A . ( 19 94 ) .
D y s r e g u la t e d e x p r e s s i o n o f t u m o r n e c r o s is f a c t o r i n c hr o n i c fe t i gu e
s y n d r o m e : i n t e r r e l a t i o n s w i t h c e l l u la r s o u r c e s a n d p a t t e r n s o f s o lu b l e im m u n e
m e d i a t o r e x p r e s s i o n . C l i n i c a l I n f e c t i o u s D i s e a s e s . 18 S u p p I 1 : S I 4 7 - 5 3 .
P e r lm a n , D . ( 19 7 9 ). U s e o f A n t i b i o t i c s in C e ll C u lt u r e M e d i a . I n : M e t h o d s i n
E n z y m o l o g y (e d s . J a k o b y , P a s t a n ) . V o l. L V I I I , C h . 7 : 1 10 - 1 16 .
R a i n b o w
,
L .
,
M a x w e l l
,
S . M . a n d H e n dri c k s e
,
R . G . ( 19 9 4 ) . U l t r a s t r u c t u r a l c h a n g e s in
m u r i n e ly mp ho c y t e s in d u c e d b y a f l a t o x i n B l . My c o p a t h o l o g i a . 12 5 ( 1) : 3 3 - 9 .
R a n i
,
P .
,
L a li t h a
,
K . ( 19 9 6 ) . E v id e n c e f o r a lt e r e d s t r u c t u r e a n d im p a ir e d
m it o c h o n dr i a l e l e c t r o n t r a n s p o r t f u n c t i o n i n s e le n i u m d e fi c i e n c y .
B io l o g i c a l T r a c e E l e m e n t R e s e a r c h . 5 1 (3 ) : 2 2 5 - 34 .
R e e m
,
G . H . a n d Y e h , N . H . ( 19 84 ) . I n t e r l e u k i n 2 r e g u la t e s e x p r e s s i o n o f it s r e c e p t o r a n d
s y n t he s i s o f g a m m a i n t e r f e r o n by h i u n a n T ly m p h o c y t e s . Sc i e n c e 2 2 5 (4 6 6 0 ):
4 2 9 - 4 3 0 .
R e i d , R . a n d L e e c h , R . ( 19 80 ) . B i o c h e m i s t r y a n d St r u c t u r e of C e l l O r g a n e l l e s .
W i l e y a n d So n s , N e w Y o r k .
R o b b , R . J . , G r e e n e , W. C . a n d R u s k , C M . ( 19 84 ) . L o w a n d H i g h A fi n i t y c e l l u la r
r e c e p t o r s fo r I n t e r le u k in - 2 : I m p li c a t i o n s f o r t he T A C an t i g e n .
J of E x p e r Me d 1 6 0 (4 ) : 1 12 6 - 4 6 .
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R o s e n b e r g , S . A . , L o t z e , M . T . , M u u l , L . M . , L e i t m a n , S . , C h a n g , A . E . , E t t in gh a u s e n , S . E .
M a t o r y , Y . L . , Sk i b b e r , J . M . , Sh il o n i , E . a n d V e t t o , J . T . ( 19 8 5 ) . O b s e r v a t i o n s o n
t h e Sy s t e m i c A dm i n i s t r a t i o n o f A u t o l o g o u s L y mp h o k i n e - a c t i v a t e d K i ll e r C e l l s a n d
R e c o m b i n a n t I n t e r le u l d n - 2 t o P a t i e n t s w i t h M e t a s t a t ic C a n c e r .
N e w E n g l a n d J of M e d i c i n e 3 1 3 : 14 8 5 - 9 2 .
R o s s
,
W . N .
,
Sa l z b e r g , B . M . , C o h e n , L . B . , G r i n v a ld , A . , D a v i l a , H . V . , Wa gg o n e r ,
A . S . a n d Wa n g , C . H . ( 19 7 7 ) . Ch a n g e s in a b so r p t io n , f l u o r e s c e n c e , d i c hr o i s m
a n d b ir e fr i n g e n c e i n s t a i n e d g ia n t a x o n s : o p t i c a l m e a s u r e m e n t o f m e mb r an e
p o t e n t i a l . J . Me m b r . B i o l . 3 3 : 14 1- 18 3
R o s s i o
,
J . L .
,
R u s c e t t i
,
F . W. a n d F a r r a r
,
W . L . ( 19 8 6) . L i g a n d s p e c i fi c c a l c i u m
m o b il i z a t io n in I L - 2 a n d I L - 3 d e p e n d e n t c e l l l i n e s . L y mp h o k i n e R e s e a r c h .
5 (2 ): 16 3 - 7 2 .
R o t t e n b e r g , H . ( 19 7 5 ) . T h e m e a s u r e m e n t o f t r a n sm emb r a n e e l e c t r o c h e m i c a l
pr o t o n g r a d i e n t s . B i o e n e r g e t i c s . 7 : 6 1 - 74 .
R u b i n c h i k , E . a n d L e v i- Sc h a f e r , F . ( 19 9 6 ) . I n t e r le u k in - 2 in h i b it s 3 T 3 fi br o b l a s t
p r o l i f e r a t i o n . L if e Sc i e n c e s . 5 8 (1 8 ): 15 0 9 - 17
R u s c e t t i
,
F . W .
,
M o r g a n , D . a n d G a ll o , R . ( 19 7 7 ) . F u n c t i o n a l a n d M o r p ho l o g i c a l
C ha r a c t e r i s t ic s o f H u m a n T C e l l s C o n t in u o u s l y G r o w n i n V it r o .
J o f I m m u n o l o g y . 1 19 : 13 1
S a x t o n R . E .
,
H a gh i g h a t , S . , P l a n t , D . L u fl d n , R . , So u d a n t , J . a n d C a s t r o , D . J . ( 19 94 ) .
D o s e R e s p o n s e o f H u m a n T u m o r C e l l s t o Rh o d am in e 12 3 a n d L a s e r
P ho t o t h e r a p y . L a r y n g o s c o p e . 1 0 4 : 10 13 - 10 18 .
S a w a k i , S . ( 1 9 9 0 ) . A p ha s e 2 s t u d y o f r e c o m b i n a n t i n t e r l u e k in 2 (S - 6 82 0) fo r
h e a d a n d n e c k c a n c e r . J o u r n a l o f C a n c e r C l i n i c s . 3 6 (2 ) : 1 1 1- 2 0 .
Sc h o t l a n d
,
D . L .
,
D iM a u r o , S . , B o n i l l a , E . , Sc a r p a , A . a n d L e e , C . P . ( 19 7 6 ) .
N e u r o m u s c u l a r d i s o r d e r a s s o c i a t e d w it h a de fe c t in m i t o c h o n d r i a l e n e r g y
s u p p l y . A r c h i v e s o f N e u r o l o g y . 3 3 (7 ) : 4 7 5- 9 .
Sc i e n t if i c A m e r i c a n , ( 19 9 3; .
"
L i f e , D e a t h a n d t h e I m m u n e Sy s t e m
"
,
V o l . 2 6 9 , N o . 3 .
Sc o t t
,
I . D . a n d N i c h o l l s
,
D . G . ( 19 8 0 ) . E n e r gy t r a n s d u c t i o n i n in t a c t s y n a p t o s o m e s .
I n fl u e n c e o f p l a s m a - m e m br a n e d e p o l a r iz a t io n o n t h e r e s p i r a t i o n a n d m emb r a n e
p o t e n t i a l o f i n t e r n a l m i t o c h o n d r i a d e t e r m i n e d in s it u . B i o c h e m . J . 18 6 ( 1) : 2 1 - 3 3 .
Se n i o r
,
A . E . (1 9 8 8) . A T P s y n t h e s i s by o x id a t i v e p h o s p h o r y l a t io n .
P hy s i o l . R e x . 6 %, 1 1 1
- 2 3, 1.
Sh a r p , E . ( 19 9 3 ) . C a s e m a n a g e m e n t o f t h e h o sp i t a li z e d p a t i e n t r e c e i v in g I n t e r le u k in - 2 .
S e m i n a r s i n O n c o l o g y N u r s i n g . 9 (3 S u p p I 1 ) : 14 - 19 .
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S h e a , C . R . , Wh i t a k e r D . , M u r p h y , G . F . a n d H a s a n T . ( 1 9 8 8 ) . U lt r a s t r u c t u r e a n d
d y n a m i c s o f s e le c t iv e m it o c h o n d r i a l i n j u r y i n c a r c in o m a c e ll s a ft e r d o x y c y c l in e
p h o t o s e n s i t iz a t i o n in v i t r o . A m e r i c a n J o f P a t h o l o g y . 1 3 3 (2 ): 3 8 1- 8 .
Sh e n g , W . S . , H u , S . , L a m k i n , A . , P e t e r s o n , P . K . a n d C ha o , C . C . ( 19 9 6 ) . Su s c e p t i b il i t y
t o i m m u n o lo g i c a ll y m e d i a t e d fa t i g u e in C 5 7 B L /6 v e r s u s B a l b /c m i c e .
C l i n I m m u n o l I m m u n o p a t h o l . 8 1 (2 ): 16 1 - 7 .
Sim s
,
P . J .
,
W a g g o n e r , A . S . , W a n g , C . H . a n d H o fl fi n a n , J . F . ( 19 74 ) .
B i o c h e m i s t r y . 1 3 : 3 3 15 - 3 3 3 0 .
S in g e r . ( 19 7 9 ) . E l e c t r o n - t r a n s p o r t I n h i bi t o r s . Me t h o d s i n E my m o l o gy . 5 5 : 4 5 4 - 6 2 .
Sm i t h
,
K . A . ( 1 9 84 ) . I n t e r l e u k in - 2 . A n n u . R e v . I m m u n o l . 2 : 3 19 - 3 3 3 .
St e lz e r , E . ( 19 9 0 ) . T h e I n t e r m e d i a t e O p t i c a l Sy s t e m o f L a s e r - s c a n n in g C o n f o c a l
M i c r o s c o p e s . H a n d bo o k o f B i o l o g i c a l C o n f o c a l M i c r o s c o p y . (J . B . P a w l e y ,
e d . ) . C h 9 , P le n u m , N e w Y o r k .
S t r a u s
,
S . E . ( 19 8 9 ) . C i r c u l a t i n g l ym p h o k i n e l e v e l s i n C F S . J . I n f e c t i o u s D i s e a s e .
16 0 : 10 8 5 - 10 8 6 .
S w ^e e n e y , M . G . , H a m m a n s , S . R . , D u c h e n , L . W . , C o o p e r , J . M . , Sc h a p ir a , A . H . ,
K e n n e d y , C . R . , J a c o b s , J . M . , Y o u l , B . D . , M o r g a n - H u g h e s , J . A . a n d H a r d in g ,
A . E . ( 19 9 4 ) . M i t o c h o n d r i a l D N A m u t a t i o n u n d e r ly i n g L e i g h
'
s s y n d r o m e : c l i n i c a l ,
p a t h o lo g i c a l , b i o c h e m i c a l , a n d g e n e t i c s t u d ie s o f a p a t ie n t p r e s e n t in g w i t h
p r o g r e s s i v e m y o c lo n i c e p i l e p sy . J o u r n a l of t h e N e u r o l o g i c a l Sc i e n c e s .
12 1 (l ) : 5 7 - 6 5 .
T a n i g u c h i , T . , M a t s u i , H , F u j it a , T . , T a k a o k a , C , K a s him a , N . , Y o s h im o t o , R .
a n d H a m u r o , J . ( 19 8 3 ) . S t r u c t u r e an d e x p r e s s io n o f a c l o n e d c D N A f o r h u m a n
i n t e r le u k i n - 2 N a t u r e . 3 0 2 (5 9 0 6 ) : 3 0 5 - 10 .
T e c h O n l i n e (1 9 9 9) D u l b e c c o
'
s M o d if i e d E a g l e M e d u m (D MEM) .
" h t t p : / /w w w 2 . I t fe t e c h . c o m / c a t a l o g/ t e c h li n e / c e ll _ c u l t u r e /F o r m u l a t i o n s
"
.
T s i e n
,
R . Y . a n d W a g g o n e r , A . ( 19 9 0 ) . F l u o r o p h o r e s fo r c o n f o c a l m i c r o s c o p y .
-
P h o t o p hy s ic s a n d p ho t o c he m i s t r y . H a n d b o o k o f B i o l o g i c a l C o n f o c a l
M i c r o s c o p y . (J . B . P a w l e y , e d . ) . p p 1 6 9 - 1 7 8 , P l e n u m , N e w Y o r k .
W a g g o n e r , A . S . ( 19 7 9 ) . D y e in d i c a t o r s o f m emb r a n e p o t e n t ia l . A n n u . R e v . B i o p hy s .
B i o e n g . 8 : 8 4 7
- 8 6 8 .
W a g g o n e r , A . S . ( 19 8 5 ) . I n
" T h e E n z ym e s o f B i o l o g i c a l M e m br a n e s
"
. (A . N .
M a r t o n o s i , e d . ) . p p . 3 13 - 3 3 1 , Pl e n u m , N e w Y o r k .
n o
Wa ldm a n n , T . A . ( 1 9 86 ) . T h e I L - 2 r e c e p t o r o n m a li g n a n t c e ll s : a t a r g e t f o r d i a g n o s i s
a n d t h e r a p y . C e l l u l a r I m m u n o l o gy . 9 9 ( 1 ): 5 3 - 6 0 .
W a n g , R . J . , ( 1 9 7 6) . E f fe c t o f R o o m F l u o r e s c e n t L i g h t o n t h e D e t e r io r a t i o n o f T i s s u e
c u l t u r e m e d i u m . I n Vi t r o 1 2 : 1 9- 2 2 .
Wa n o
,
Y .
,
D u k o v i c h
,
M .
, K e hr l, J . H . a n d G r e e n e , W . C . ( 19 8 8 ) . N e w P e r s p e c t i v e s
o n t h e St r u c t u r e o f t h e H u m a n H i g h - A fl Sn i t y I n t e r l e u k i n - 2 R e c e p t o r .
I n t e r l e u k i n 2 (K . A . Sm i th , e d . ) . C h . 5 , A c a d e m i c P r e s s , Sa n D i e g o .
W h i t e h e a d
,
R . P .
,
W o lf ; M . K . , So l an k i , D . L . , H e m s t r e e t , G . P . , B e n e d e t t o , P . ,
R i c hm a n , S . P . , F l a n i g a n , R . C . a n d C r a w f o r d , E . D . ( 19 9 5 ) . A p h a s e I I t r i a l o f
C o n t in u o u s - I n f u s i o n R e c o m b in a n t I L - 2 in p a t i e n t s w i t h a d v a n c e d r e n a l c e U
c a r c in o m a . J of I m m u n o t h e r a p y 1 8 (2 ) : 10 4 - 14 .
W i ls o n e t a l . ( 19 8 4 ) . H a n d bo o k of B i o l o g i c a l C o nf o c a l Mi c r o s c o p y . (J . B . Pa w l e y ,
e d . ) . P l e n u m , N e w Y o r k .
W u
,
J . Y .
,
L o n do n
, J . A . , Z e c e v i c , D . , L o e w , L . M . , O h r b a c h , H . S . , C a t a r e l l i , M . ,
a n d C o h e n , L . B . ( 19 89 ) . I n
"
C e l l S t r u c t u r e a n d F u n c t i o n by
M ic r o s p e c t r of l u o r o m e t r y
"
. (E . c o h e n , e d . ) . p p . 3 2 9 - 3 4 6 .
A c a d e m i c Pr e s s , Sa n D i e g o .
Y a n g , C , Sh e n , H . , Sh e n , Y . , Z h u a n g , Z . a n d O n g , C . ( 19 9 7 ) . C a dm i u m - i n d u c e d
O x i d a t i v e C e l l u l a r D a m a g e i n H u m a n F e t a l L u n g F ib r o b l a s t s (MR C - 5 C e l l s ) .
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s . 10 5 : 7 12 - 7 16 .
Y a n g , W . a n d A c o s t a , D . ( 19 9 5 ) . A d i g it i z e d fl u o r e s c e n c e im a g i n g s t u d y o f
in t r a c e l l u l a r C a 2 + , p H a n d m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n i n p r im a r y c u l t u r e s o f r a bb i t
c o r n e a l e p i t h e li a l c e ll s e x p o s e d t o s o d iu m d o d e c y l s u l fe t e . I n Vi t r o C e l l u l a r
& D e v e l o p m e n t a l B i o l o g y . 3 1 ( 7 ) : 4 9 9 - 5 0 7 .
A p pe n d i x A
M e t h o d 1 - E x pe ri m e n t s
1 1 1
k n a g e
7 a u 0 7 0 0 8
8 Ja 1 6 0 2 1
8 i a 2 9 0 0 7
8 j a 2 9 0 1 0
8 j a 2 9 0 1 1
Sf n yOSO Ol
8 my 0 6 0 0 2
Sm yO SOI S
8m y0 5 0 1 6
8 j a 2 8 0 2 7
8 ja 2 9 0 2 8
8 f « 2 6 0 0 1
8 f e 2 6 0 0 2
t m a W OOT
8i n a 17 0 0 8
8n l a 1 7 0 2 8
8m a 1 7 0 2 9
8i n a 1 7 0 3 0
Bm y OSOOe
8n iy O6O0 7
7 a u 0 7 0 0 1
7 a u0 7 0 0 2
8 j a 2 9 0 14
a ia 2 9 0 15
8 ia 2 9 0 16
7 O C 1 0 0 0 1
7 OC 1 0 0 0 2
7 OC 1 0 0 0 3
8 )a 2 9 0 0 1
8 ja 2 9 0 0 2
8j a 2 9 0 0 3
7 OC 1 S0 0 1
7 o e 1 6 0 0 2
7 O C 1 6 0 0 3
8 a p 0 7 a 4 5
8a pO 7 0 4 6
8 a p0 7 0 4 7
8l l i a 1 3 0 2 9
8n » 1 30 3 0
8m a 1 30 3 1
8m a 1 30 3 2
8n w 1 30 3 3
8 a p 2 1 0 1 7
8a p 2 1 0 18
8a p 2 10 19
7 a u 2 8 a 0 9
7 a u 2 S 0 0 6
7 a u 2 8 0 O7
7 a u 2 a 0 0 8
7 a u 2 8 0 0 S
8 f « 2 6 0 1 1
8 f e 2 6 0 1 2
8 f e 2 6 0 1 3
8f e 2 6 0 14
Sa p 2 10 0 1
8 a p 2 10 0 2
7 a u 1 2 0 0 1
7 a u 12 0 0 2
7 a u 12 0 0 3
7 a u 12 0 0 4
8 f e 2 « 0 2 5
8 f e 2 6 0 2 6
8f e 2 6 0 2 7
8 f e 2 6 0 2 8
8 f e 2 6 0 2 9
7 a u 2 8 0 0 1
7 a u 2 80 0 2
7 a u 2 80 0 3
7 a u 2 S0 0 4
S i n a 1 3 0 4 8
Sm a 13 0 4 9
8 i in 1 3 0 5 0
8 ( n a 13 0 S 1
8m a 13 0 5 2
7 o < : 2 2 0 0 1
7 O C 2 2 0 0 2
8 f e 2 6 a 4 2
8 f e 2 6 0 4 3
8 f e 2 6 0 4 4
8 f e 2 6 0 4 5
Sf e 2 6 0 4 6
Sa p O S OOl
8 a p 0 8 0 0 3
7 « e 0 4 0 0 1
7 s e 0 40 0 2
7 s e 0 4 0 0 3
7 s e 0 4 0 0 <t
7 s e 0 40 0 5
A p p e iK f f x A i
M e U i o d 1 - N e w U n t r e a t e d P i t >r o b >a s t s
bn a g a a 0 - 1 5 M i n u te s
N a w C h a n i iM r N e w C e l l W o r k a h a a t G r o u p
X
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X
X
X
X
X
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X
X
X
X
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X
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X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
a u 0 7 2 0m p
ia 16 1 0n p
ja 2 9 2 1 n p
ia 2 9 2 1 l TV
|a 2 9 2 1n np
m y0 6 1 0 n ip
m yO 8 1 0mp
my0 6 1 3 i np
my OS I Smp
ia 2 9 10m p
ia 2 9 10m p
f e 2 6 0 1mp
fe 2 6 0 1 m p
m a 1 7 0 1 m p
m a 1 7 0 1 m p
m a 1 7 1 0 fTip
n ia 1 7 10mp
m a 1 7 10mp
m y 0 5 1 1 m p
m yOS U m p
a u 0 7 10 n p
a u O 7 10 f Tip
j a2 9 2 2 ir p
i a 2 9 2 2 i np
j a 2 9 2 2m p
o e l OO I m p
o c l OO I m p
o c 1 0 0 1m p
j a 2 9 2 0 n p
ia 2 9 2 0m p
ia 2 9 2 0 n ip
a c 1 6 0 1mp
o e 1 6 0 1m p
o c l BO I m p
a pOT I Om p
a p 0 7 10m p
a p 0 7 10 n ip
m a 1 3 1 3 n i )
m a l 3 13 i np
m a 1 3 13 i np
m a 1 3 1 3 (n p
t na 1 3 1 3 (inp
a p 2 1 10 n i p
a p 2 1 10 n i p
a p 2 1 10 R v
a u 2 8 0 1m p
a u 2 8 0 1 m p
a u 2 8 0 1 m p
a u 2 8 0 1 m p
a u 2 8 10 n i p
f e 2 6 0 3 n i p
fe 2 6 0 3 n p
f e 2 6 0 3 n ip
a p 2 10 1 ty ip
a p 2 1 0 1 m p
a u 12 0 1 m p
a u 12 0 1 n ip
a u 12 0 1 ni p
a u 12 0 1 n ip
f e 2 6 10 n i p
f e 2 6 10 n v
f e 2 6 10mp
f e 2 6 10 n ip
f e 2 6 10 n v
a u 2 8 0 1mp
a u 2 8 0 1 m p
a u 2 8 0 1 m p
a u 2 8 0 1 l i i p
i n a 13 16 n p
m a 13 16 m p
m a 13 16 n i p
m a 13 16 i Tip
m a 13 16 i T i p
oc 22 0 1 mp
o c 22 0 1 m p
f e 2 6 13 n p
f e 2 6 13 n ¥
f e 2 6 13 i ip
f e 2 6 13 n v >
f e 2 6 13 «H )
a p 0 8 0 1 m p
a p 0 8 0 l Ti ip
s e 0 4 0 1 n i p
s e 0 4 0 1 [ r v
s e 0 4 0 1 m p
s e O tO I m p
s e O4 0 1 mp
1 0 0
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